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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
Amp antibiotik ampicilin 
Atg z avtofagijo povezan (ang. autophagy-related) 
BIR s prelomom inducirana replikacija (ang. break-induced replication) 
Cas s CRISPR povezan protein (ang. CRISPR associated protein) 
CASP3 kaspaza 3 
cDNA komplementarna DNA 
CFA sposobnost tvorjenja kolonij (ang. colony-forming ability) 
CRISPR gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev 
(ang. clustered regularly interspaced short palindromic repeats) 
crRNA CRISPR RNA 
CSM mešanica esencialnih hranil za kvasovke (ang. complete 
supplement 
mixture) 
DMSO dimetilsulfoksid 
dNTP deoksinukleozid trifosfat 
DSB dvojni prelom verige DNA (ang. double-strand break) 
DSBR popravljanje dvojnega preloma verige DNA (ang. double-strand 
break repair) 
EDTA etilendiamin tetraocetna kislina 
ER endoplazemski retikulum 
gRNA vodeča RNA (ang. guide RNA) 
G418 antibiotik geneticin 
HJ Hollidayev stik (ang. Holliday junction) 
HR homologna rekombinacija 
IL1B interlevkin 1 beta 
KanMX kanamicinska kaseta 
MQ ultra čista voda Milli-Q 
NaDS natrijev dodecil sulfat 
NHEJ združevanjem nehomolognih koncev (ang. non-homologoues end 
joining) 
Ntc antibiotik noursetricin 
PAM protovmesniku bližnji motiv (ang. protospacer adjacent motif) 
PAS območje sestavljanja fagofora (ang. phagophore assembly site) 
PE fosfatidiletanolamin 
PEG polietilen glikol 
pre-crRNA prekurzorska crRNA (ang. precursor crRNA) 
RNaza III ribonukleaza III 
RPA replikacijski protein A 
rRNA ribosomska RNA 
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Scm antibiotik spektinomicin  
ssDNA enoverižna DNA (ang. single-stranded DNA) 
SDPS od sinteze odvisno prileganje verige (ang. synthesis-dependant 
strand annealing 
TALEN efektorske nukleaze, podobne transkripcijskim aktivatorjem (ang. 
Transcription activator-like effector nuclease) 
TBE Tris-borat-EDTA (pufer za elektroforezo) 
TNF tumor-nekrotizirajoči faktor 
tracrDNA trans-aktivirajočo crRNA (ang. trans-activating crRNA 
Ubl ubikvitinu podobnen (ang. ubiquiting like) 
UPR odziv na nezvite proteine (ang. unfolded protein response) 
URA3 gen URA3, avksotrofni označevalec za selekcijo 
WT divji tip (ang. wild type) 
YNB kvasna dušikova osnova (ang. yeast nitrogen base) 
ZFN nukleaza s cinkovimi prsti (ang. zinc-finger nuclease) 
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SLOVARČEK 
 
Lipidacija – kovalentna vezava lipidne skupine na polipeptidno verigo. 
https://www.uniprot.org/help/lipid (definicija) 
 
Makromolekularno gnečenje – fizikalno kemični pojav, ki povzroči, da se 
makromolekule privlačijo v večji meri, kadar je njihova koncentracija v raztopini visoka.  
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-
biology/macromolecular-crowding (definicija) 
https://dk.um.si/IzpisGradiva.php?id=72364&lang=slv (uporaba izraza v Slovenščini) 
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1 UVOD 
 
Pristopi z uporabo računalniških metod so trenutno najbolj primeren način za napovedovanje 
patogenosti mutacij človeških genov. Pri določenih genih se lahko kot alternativa tem 
metodam uporabi humanizirana običajna kvasovka (Saccharomyces cerevisiae) (Sun in sod., 
2016, Yang in sod., 2017). Metoda z uporabo humanizirane kvasovke oziroma 
komplementacijski test temelji na vstavitvi človeškega gena v sev kvasovke, ki ima izbit 
homolog človeškega gena, ki ga želimo testirati. Vstavljen človeški gen naj bi nadomestil 
funkcijo izbitega gena kvasovke, učinkovitost komplementacije pa lahko zaznamo s 
spremembo fenotipa kvasovke. V kolikor je komplementacija uspešna, se fenotip delecijske 
kvasovke povrne v fenotip divjega tipa, v kolikor pa je komplementacija neuspešna, pa 
kvasovka ohrani fenotip, značilen za delecijski sev. V primeru uspešne komplementacije 
kvasovkinega gena s strani nemutiranega človeškega homologa lahko sledi vstavljanje 
različnih mutiranih alelov človeškega gena. V kolikor določen alel človeškega gena 
nadomesti funkcijo kvasovkinega gena, lahko na osnovi tega sklepamo, da gre za funkcijsko 
tiho mutacijo, v primeru, ko alel ni sposoben nadomestiti funkcije kvasovkinega gena pa 
predvidevamo, da ima mutacija negativen vpliv na normalno funkcijo gena, torej je škodljiva 
(Yang in sod., 2017; Hamza in sod., 2015; Laurent in sod., 2015). Z uporabo te metode lahko 
škodljivost mutacij pri genih, ki so funkcijsko in strukturno dovolj podobni kvasovkinim 
homologom, da jih lahko uspešno komplementirajo, napovedujemo natančneje od 
računalniških algoritmov. Tako lahko izboljšamo zaznavanje patogenih mutacij, kar lahko 
omogoči ovrednotenje tveganja za razvoj bolezni pri posameznih pacientih in posledično 
izboljšanje terapij (Sun in sod., 2016; Yang in sod., 2017). 
 
V sklopu naše raziskave smo testirali sposobnost človeškega gena ATG16L1, da nadomesti 
funkcijo kvasovkinega gena ATG16. Gena sta v ortolognem razmerju in sta udeležena v 
procesu avtofagije (Das in sod., 2015). Mutacije v genu ATG16 pri kvasovki povzročijo 
odsotnost avtofagije, kar se kaže v obliki različnih fenotipskih sprememb, pri ljudeh pa je 
okvara proteina Atg16L1 povezana s tveganjem za razvoj Chronove bolezni, ki je kronična 
vnetna bolezen prebavnega trakta (Mizushima in sod. 1999; Naser in sod., 2012).  Gena se 
občutno razlikujeta v dolžini zaporedja (dolžina ATG16 je 421 bp (SGD, 2019), dolžina 
cDNA ATG16L1 pa je 1572 bp (Addgene, 2019), vendar glede na obstoječo literaturo 
uspešnost komplementacije kvasovkinega gena s strani človeškega homologa ni vedno 
pogojena s podobnostjo v zaporedju genov, ki jih želimo nadomestiti (Kachroo in sod., 2015; 
Hamza in sod., 2015). V kolikor bi nemutirana oblika gena ATG16L1 bila sposobna 
nadomestiti funkcijo gena ATG16, smo v nadaljevanju želeli v komplementacijskem testu 
uporabiti tudi dva alela gena ATG16L1 in na osnovi sposobnosti komplementacije 
napovedati njuno patogenost. Alela gena ATG16L1, ki smo jih želeli testirati, sta bila 
220G>A (Asp74Asn) in 898A>G (Thr300Ala) (ClinVar, 2019). Prisotnost alela 898A>G 
(Thr300Ala) je pri ljudeh povezana z razvojem Chronove bolezni, alel 220G>A (Asp74Asn) 
pa literatura ne opredeljuje kot tveganje za razvoj katerekoli bolezni (ClinVar, 2019).  
 
Posinek M. Ugotavljanje morebitne patogenosti mutacij gena ATG16L1 z uporabo humanizirane kvasovke.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
2 
 
Za pripravo humaniziranega seva smo uporabili delecijski sev kvasovke atg16Δ, ki ima gen 
ATG16 nadomeščen s kaseto KanMX, ki omogoča odpornost proti kanamicinu. Zamenjavo 
gena smo izvedli s tehniko za urejanje genoma CRISPR/Cas9. Zasnovali smo gRNA, ki ima 
tarčno zaporedje znotraj kasete KanMX in z metodo sestavljanja po Gibsonu pripravili 
plazmid p426_gibson, ki nosi zapis za zasnovano gRNA. Za delovanje sistema 
CRISPR/Cas9 smo delecijski sev transformirali s plazmidoma p426_gibson in p414, ki 
nosita zapis za ustrezno gRNA in endonukleazo Cas9. Poleg plazmidov smo v delecijski sev 
transformirali tudi lineariziran gen ATG16L1, ki smo mu dodali konca, ki sta identična regiji 
na kromosomu pred in za kanamicinsko kaseto, s katero je v primeru seva atg16Δ izbit gen 
ATG16. To je omogočilo, da se je ATG16L1 po delovanju sistema CRISPR/Cas9 s 
homologno rekombinacijo integriral v kromosom delecijskega seva atg16Δ na mestu kasete 
KanMX. Za sev atg16Δ je značilnih mnogo specifičnih fenotipov, med katerimi smo testirali 
fenotip izgube viabilnosti ob odsotnosti dušika, fenotip odpornosti proti visoki koncetraciji 
cinka in fenotip zavrte rasti ob prisotnosti kalcija. Z uporabo najustreznejšega fenotipskega 
testa smo po izvedbi humanizacije tudi določili, ali humaniziran sev fenotipsko ustreza 
delecijskemu sevu ali sevu divjega tipa. Na osnovi rezultatov fenotipskega testa smo določali 
sposobnost humanega gena ATG16L1, da nadomesti funkcijo kvasovkinega gena ATG16. 
  
CILJI: 
 
- Preveriti sposobnost humanega gena ATG16L1, da nadomesti funkcijo kvasovkinega 
gena ATG16.  
- V primeru, da je nativna oblika gena ATG16L1 sposobna nadomestiti funkcijo 
kvasovkinega gen ATG16, izvesti humanizacijo delecijskega seva atg16Δ z uporabo 
alelov 220G>A (Asp74Asn) in 898A>G (Thr300Ala) gena ATG16L1 
- Na osnovi sposobnosti komplementacije gena ATG16 s strani mutiranih alelov gena 
ATG16L1 določiti, ali je katera izmed testiranih mutacij gena ATG16L1 škodljiva. 
 
HIPOTEZE: 
 
1.) Človeški gen ATG16L1 je sposoben funkcijsko nadomestiti kvasovkin gen ATG16. 
2.) Produkt alela 898A>G (Thr300Ala) gena ATG16L1 je nefunkcionalen protein, ki ni 
sposoben funkcijsko nadomestiti produkta kvasovkinega gena ATG16, se pravi je 
mutacija 898A>G (Thr300Ala) gena ATG16L1 škodljiva. 
3.) Produkt alela 220G>A (Asp74Asn) gena ATG16L1 je funkcionalen protein, ki je 
sposoben funkcijsko nadomestiti produkt kvasovkinega gena ATG16, se pravi 
mutacija 220G>A (Asp74Asn) gena ATG16L1 ni škodljiva. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 OBIČAJNA KVASOVKA (Saccharomyces cerevisiae)  
 
Neposredno preučevanje človeške biologije je tako zaradi praktičnih kot tudi etičnih 
razlogov pogosto omejeno. Pri preučevanju funkcioniranja ljudi na molekulskem nivoju je 
zato raziskovalcem v pomoč širok nabor modelnih organizmov. Delovanje vseh živih 
organizmov ima namreč na molekulskem nivoju določene podobnosti in posledično lahko 
znanje, ki smo ga pridobili ob preučevanju enega organizma, pogosto prenesemo tudi na 
ostale organizme. Evkariontski mikroorganizmi, ki imajo replikacijski čas podoben 
bakterijam, njihove celične komponente pa so bistveno bolj podobne ljudem, so se izkazali 
kot posebno uporabni pri preučevanje človeške biologije (Laurent in sod., 2015). Vodilni 
organizem med njimi je običajna kvasovka (Saccharomyces cerevisiae), ki je služila kot 
pomembno orodje pri razumevanju človeške fiziologije in je zaradi tega v zadnjih treh 
desetletjih pridobila precej pozornosti. Zaradi dobre preučenosti organizma, velikega deleža 
homologije med geni kvasovke in človeškimi geni, kot tudi ohranjenosti celotnih celičnih 
poti v obeh organizmih, je kvasovka eden najbolj priljubljenih modelnih organizmov za 
preučevanje človeških bolezni (Poswal in Saini, 2017). Med drugim je služila kot model za 
preučevanje nevroloških bolezni, raka in staranja (Laurent in sod., 2015).  Izmed približno 
20.000 genov, ki pri ljudeh kodirajo proteine, je kar 3.900 genov v ortolognem razmerju s 
katerim izmed 2.300 od skupno 6.000 kvasovkinih genov. Mnogi izmed teh homolognih 
genov opravljajo pomembne celične funkcije, preturbacije v delovanju teh genov pa vodijo 
do razvoja različnih bolezni (Poswal in Saini, 2017). Kljub temu, da imajo evkariontski 
organizmi, ki prav tako služijo kot modelni organizmi, večji delež homolognih genov z 
ljudmi, pa ima kvasovka ostale prednosti pred njimi, kot so (Poswal in Saini, 2017):  
- hitra rast, ki je posledica kratkega replikacijskega časa (90-180 min), 
- enostavnost genetskih modifikacij in transformacije DNA, 
- zelo učinkovita homologna rekombinacija, 
- dostopna preprosto in brez etičnih pomislekov, 
- ekonomičnost gojenja, 
- preučenost specifičnih fenotipov in celičnih procesov s študijami na nivoju genoma. 
Značilnosti genoma pri kvasovki so (Poswal in Saini, 2017): 
- velikost genoma 12,5 Mb + ribosomska DNA (rDNA ponavadi velikosti 1-2 Mb), 
- prisotnih 16 kromosomov (32 v diploidni obliki), 
- mitohondrijska DNA dolga 75 kb  
 
Posinek M. Ugotavljanje morebitne patogenosti mutacij gena ATG16L1 z uporabo humanizirane kvasovke.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
4 
 
2.2 HUMANIZACIJA KVASOVKE 
 
Homologija med kvasovkinimi in človeškimi geni je omogočila še bolj raznoliko uporabo 
kvasovke kot modelnega organizma, saj se je lahko uporabila za heterologno izražanje 
človeških proteinov, ali pa se je z neposredno modifikacijo kvasovkinih celic uporabila za 
humanizacijo specifičnih aminokislin, proteinov ali celotnih metabolnih poti (Laurent in 
sod., 2015). Tako je bilo ugotovljeno, da lahko mnoge gene v kvasovki izbijemo in 
nadomestimo s človeškimi ortologi (Poswal in Saini, 2017). Humanizacija v temu primeru 
pomeni sposobnost človeškega gena ali skupine genov, da uspešno nadomesti funkcijo 
kvasovkinega ortologa in posledično povrne fenotip v prvotno stanje (t.j., fenotip značilen 
za divji tip) oziroma prepreči fenotip z izgubo funkcije, ki je posledica izbitja kvasovkinega 
ortologa. Za ocenjevanje uspešnosti komplementacije se lahko uporabi katerikoli merljiv 
fenotip, zaradi njegove očitnosti pa je najpogosteje uporabljen fenotip hitrosti rasti (Hamza 
in sod., 2015). V kolikor so v človeških genih, ki se uporabijo za komplementacijo, prisotne 
takšne mutacije, ki pri ljudeh povzročajo bolezenska stanja, lahko z uporabo humanizirane 
kvasovke preučujemo molekularne mehanizme, ki so vzrok za razvoj bolezni in nato te 
najdbe razširimo na biologijo človeka. Poleg tega lahko kvasovko, ki proizvaja okvarjene 
človeške proteine, uporabimo za ugotavljanje prisotnosti metabolitov in za odkrivanje novih 
spojin, ki bi lahko zavrle fenotipske okvare,  ki so posledica teh mutacij (Poswal in Saini, 
2017). Humanizirana kvasovka je bila uporabljena tudi za določanje človeških ortologov, 
določanje funkcij človeških genov in za karakterizacijo alelov in proteinskih domen (Hamza 
in sod., 2015). V nadaljevanju se bomo osredotočili predvsem na uporabo humanizirane 
kvasovke v namene preučevanja alelov, saj smo se s tem ukvarjali tudi v sklopu naše 
raziskave. 
 
Genetske študije so povezale na desettisoče genskih lokusov z razvojem različnih človeških 
bolezni, kljub temu pa so bile le za majhen delež teh lokusov odkriti specifični aleli, ki 
povzročajo bolezni (Stranger in sod., 2011). Celo pri genih, ki so bili z gotovostjo povezani 
z razvojem bolezni, imajo najpogostejši aleli teh genov pogosto majhen vpliv na tveganje za 
razvoj bolezni (Sun in sod., 2016). Uporaba humanizirane kvasovke v komplementacijskem 
testu nam omogoča napovedovanje teh bolezenskih alelov z bistveno večjo občutljivostjo od 
obstoječih računalniških metod (Yang in sod., 2017). V kolikor lahko uspešnost 
komplementacije merimo tudi kvantitativno, lahko na osnovi tega predvidimo intenziteto 
bolezenskega stanja, ki ga potencialno povzroča posamezen alel (Sun in sod., 2016). 
Ugotavljanje patogenosti alelov s komplementacijskim testom ima svoje omejitve. Test je 
bil do sedaj preizkušen le na majhnem deležu človeških genov, pri testiranju novih genov pa 
smo omejeni na homologne gene, ki si jih delita človek in kvasovka (Sun in sod., 2016). Žal 
tudi homologija med geni ne zagotavlja uspešnosti komplementacije, saj lahko nezmožnost 
interakcije človeškega proteina s primernimi molekulskimi partnerji, ki so v celici kvasovke 
odsotni, onemogoči primerno delovanje proteina (Laurent in sod., 2015). Prav tako 
škodljivih alelov ne bi zaznali, kadar bi kvasovkin gen uspešno nadomestili s človeškim 
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pleotropnim genom, vendar bi alel imel vpliv na katero izmed pleotropnih funkcij 
človeškega gena, ki ni nujna za uspešno komplementacijo (Sun in sod., 2016). Le s težavo 
odkrijemo tudi vpliv alelov, pri katerih je posledica pridobitev funkcije (Yang in sod., 2017). 
Dosedanje raziskave kažejo, da lahko približno 40 % človeških genov uspešno nadomesti 
funkcije genov kvasovke, s katerimi so v ortolognem razmerju (Laurent in sod., 2015 Sun in 
sod., 2016, Kachroo in sod., 2015). Pogoji, da človeški gen uspešno nadomesti funkcijo 
kvasovkinega ortologa, so zaenkrat precej nejasni. Podobnost v izražanju in zaporedju genov 
lahko le delno napove sposobnost nadomestitve funkcije, značilno pa je, da so geni, ki so 
udeleženi v skupnih procesih, podobno uspešni pri komplementaciji (Kachroo in sod., 2015, 
Hamza in sod., 2015). Na uspešnost komplementacije lahko vpliva tudi izbira, če človeški 
gen integriramo v kromosom ali pa ga izrazimo iz plazmida in s tem povezana izbira 
promotorjev (endogeni kvasovkin, konstituitivni ali inducibilni) (Hamza in sod., 2015). 
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2.3 AVTOFAGIJA IN GENA ATG16 IN ATG16L1 
 
Avtofagija je katabolni celični proces, ki z reciklažo elementov citoplazme celici omogoča 
dotok makromolekularnih gradnikov in energije v stresnih razmerah, odstranjuje odvečne in 
poškodovane organele, omogoča prilagoditev na spreminjajočo se prisotnost hranil v okolju 
in vzdržuje celično homeostazo. Ima tudi citoprotektivno vlogo, saj preprečuje akumulacijo 
toksičnih proteinov, odstranjuje invazivne mikroorganizme in je udeležena pri predstavitvi 
antigenov. Je evolucijsko visoko ohranjen proces, ki poteka v vseh evkariontskih celicah 
(Feng in sod., 2014). Obstajajo trije tipi avtofagije: makroavtofagija, mikroavtofagija in od 
šaperonov odvisna avtofagija, pri čemer je od šaperonov odvisna avtofagija prisotna samo v 
sesalskih celicah (Feng in sod., 2014). V nadaljevanju se bomo osredotočili na 
makroavtofagijo, za katero bomo od tu dalje uporabljali izraz avtofagija, saj gre za 
prevladujoč tip avtofagije v celici (Feng in sod., 2014). Avtofagija na bazalnem nivoju 
poteka konstantno pri večini evkariontskih celic. V primeru različnih stimulusov, kot so 
stradanje, propad organelov, oksidativni stres ali okužba s patogeni, pride do aktivacije 
avtofagije (Delorme-Axford in sod., 2014). Ločimo selektivno in neselektivno avtofagijo. 
Pri neselektivni avtofagiji se procesira večje količine citoplazme in njenih elementov v 
obdobju stradanja, selektivna avtofagija pa tarčno odstranjuje invazivne mikroorganizme in 
določene okvarjene ali odvečne organele (Shintani in Klionsky, 2004; Kunz in sod. 2004; 
Deffieu in sod., 2009.). Zaradi visoke evolucijske ohranjenosti avtofagije lahko pri ljudeh in 
kvasovki opazimo visoko podobnost v poteku procesa in proteinih, ki so ključni za delovanje 
avtofagije (Feng in sod., 2014). To je omogočilo, da je kvasovka služila kot modelni 
organizem za preučevanje avtofagije (Delorme-Axford in sod., 2014). Tako pri ljudeh, kot 
tudi pri kvasovki se avtofagija prične z indukcijo, ko določen dražljaj povzroči premik iz 
bazične konstituitivne avtofagije v inducirano avtofagijo. Pod vplivom genov iz družine 
ATG (ang. autophagy related) se z nukleacijo membrane tvori fagofor. Gre za strukturo z 
dvojno membrano, ki z nadaljnjim širjenjem omogoči zajemanje in ločevanje tovora, 
namenjenega za avtofagno razgradnjo. Za kvasovko je znano, da se fagofor tvori v območju 
sestavljanja fagofora (ang. phagophore assembly site ali PAS) v bližini vakuole, pri sesalcih 
pa ekvivalent območju PAS še ni bil odkrit. Fazi nukleacije sledi faza ekspanzije in 
elongacije fagofora. V tej fazi se preko dveh ubikvitinu podobnih (ang. ubiquiting like ali 
Ubl) konjugacijskih sistemov, ki jih bomo podrobneje opisali v nadaljevanju, membrana 
fagofora podaljša in na koncu zapre. Fagofor po zaprtju membrane imenujemo avtofagosom. 
V primeru kvasovke se nato zunanja membrana avtofagosoma zlije z membrano vakuole, v 
vakuolo pa se sprosti struktura z eno membrano, imenovana avtofagno telesce (ang. 
autophagic body), ki se v vakuoli razgradi (Delorme-Axford in sod., 2014). Pri sesalcih se 
avtofagosom lahko zlije z endosomom in tvori amfisom, ki se nato zlije z lizosomom za 
nastanek avtolizosoma, ali pa avtolizosom nastane z neposrednim zlitjem avtofagosoma in 
lizosoma (Das in sod., 2015). Tovor avtofagosoma se znotraj vakuole ali lizosoma razgradi, 
nastali produkti pa se sprostijo nazaj v citosol za ponovno uporabo (Feng in sod., 2014). 
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Slika 1: Shematski prikaz poteka avtofagije pri kvasovki (Delorme-Axford in sod., 2014). V procesu indukcije 
in nukleacije z uvihanjem membrane nastane fagofor, ki z nadaljnjim širjenjem zajema tovor za razgradnjo in 
po zaprtju tvori avtofagosom. Avtofagosom se z zunanjo membrano zlije z vakuolo in v vakuolo sprosti 
avtofagno telesce, ki se znotraj vakuole razgradi. Na sliki so označeni tudi različni Atg proteini, ki so udeleženi 
v procesu. 
2.3.1 Konjugacijska Sistema Ubl tipa Atg8 in Atg12 in vloga Atg16 v teh sistemih 
Za elongacijo in ekspanzijo fagofora sta ključna dva konjugacijska sistema Ubl. Sistem Ubl 
tipa Atg8 (LC3 pri ljudeh) vključuje protein Atg8, ki se pod vplivom proteinov Atg7, Atg4 
in Atg3 veže na fosfatidiletanolamin (PE) na površini fagofora in se pretvori v lipidirano 
obliko Atg8-PE (Romanov in sod., 2012). Lipidacija Atg8 je ključna za ekspanzijo in 
zapiranje membrane fagofora (Delorme-Axford in sod., 2014). Funkcija drugega sistema 
Ubl tipa Atg12, je, da omogoči pravilno lokalizacijo Atg8 na membrano fagofora in 
pripomore k lipidaciji Atg8 (Geng in Klionsky, 2008; Walczak in Martens, 2013). V primeru 
sistema Atg12 se protein Atg12 preko aktivnosti proteinov Atg7 in Atg10 poveže s 
proteinom Atg5, ki ima sposobnost vezave na membrano. Sposobnost vezave na membrano 
pri Atg5 je po vezavi na Atg12 izrazito oslabljena, zato se kompleks Atg12-Atg5 poveže s 
proteinom Atg16 (Atg16L1 pri ljudeh) v kompleks Atg12-Atg5-Atg16. Prisotnost Atg16 v 
kompleksu namreč proteinu Atg5 povrne sposobnost vezave na membrano. Posledično 
protein Atg16 omogoči pravilno lokalizacijo kompleksa Atg12-Atg5-Atg16 (Walczak in 
Martens, 2013). V primeru obeh kompleksov Ubl služi Atg7 kot aktivacijski E1 encim. 
Funkcijo E2 encima prevzame Atg3 v primeru sistema Atg8 in Atg10 v primeru sistema 
Atg12 (Feng in sod., 2014). Kompleks Atg12-Atg5-Atg16 ima funkcijo analogno encimu 
E3, saj preko interakcije Atg12 s kompleksom Atg8-Atg3 zagotovi, da se protein Atg8 
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približa fosfatidiletanolaminu v membrani, ki je tarčni substrat za Atg8 (Walczak in Martens, 
2013, Fujita in sod., 2008). Proces konjugacije in proteini, ki so udeleženi v obeh 
konjugacijskih sistemih Ubl, so shematsko prikazani na sliki 2. 
 
 
 
Slika 2: Shematski prikaz konjugacijskih sistemov tipa Atg8 in Atg12 pri kvasovki (Feng in sod., 2014). 
Atg16 se nahaja v obliki dimera in posledično povzroči, da sta del kompleksa Atg12-Atg5-
Atg16 tudi dva proteina Atg5, ki se lahko vežeta na membrane (Slika 3). To kompleksu 
omogoča povezovanje membran. Da bi konjugacijski sistem Atg12 lahko potencialno 
opravljal še kakšno drugo funkcijo, lahko sklepamo na osnovi dejstva, da ima inaktivacija 
konjugacijskega sistema Atg12 večji vpliv na tvorjenje avtofagosomov kakor inaktivacija 
konjugacijskega sistema Atg8 (Romanov in sod., 2012). 
Konjugacijski 
sistemAtg12-
Atg5 
Konjugacijski
sistem 
Atg8-PE 
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Slika 3: Shematski prikaz nastanka in delovanja kompleksa Atg12-Atg5-Atg16 (Walczak in Martens, 2013). 
Dve enoti kompleksa Atg12-Atg5 se vežeta vsaka na eno stran dimera Atg16. Vsaka enota Atg5 v kompleksu 
se lahko veže na eno membrano in tako povezuje membrane. Na Atg12 v kompleksu se lahko prek Atg3 veže 
tudi kompleks Atg3-Atg8, kar omogoči konjugacijo Atg8 na fosfatidiletanolamin. 
2.3.2 Mutacije gena ATG16 
Kot že omenjeno, ima konjugacijski sistem Atg12, katerega del je tudi Atg16, ključen vpliv 
na tvorbo avtofagosoma. Posledično kvasovka z izbitim genom ATG16 ne tvori 
avtofagosomov, kar povzroči odsonost avtofagije (Mizushima in sod., 1999). Poleg 
makroavtofagije je ATG16 udeležen tudi v mikroavtofagiji jedra, tako da mutacija gena 
ATG16 povzroči tudi odsotnost tega procesa (Mijaljica in sod., 2012). Fenotipsko se 
mutacija pri kvasovki med drugim kaže tudi kot: 
- Odsotnost sporulacije (Tsukada in Ohsumi, 1993), 
- Odpornost proti povišanim koncentracijam cinka (Dziedzic in Caplan, 2011), 
- Občutljivost na povišane koncentracije kalcija (Dudley in sod. 2005), 
- Zmanjšanje mitofagije (Kanki in sod., 2009), 
- Nenormalna morfologija jedra (Mijaljica in sod., 2012), 
- Povečana akumulacija proteinov in peptidov (Lang in sod., 2000), 
- Znižana viabilnost (Mizushima in sod., 1999). 
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2.3.3 Mutacije gena ATG16L1 in Chronova bolezen 
Pri ljudeh je okvara proteina Atg16L1 povezana s tveganjem za razvoj Chronove bolezni. 
Gre za kronično vnetno bolezen prebavnega trakta, ki lahko prizadene ves trakt od ust do 
zadnjika, najpogosteje pa se pojavlja v vitem črevesu. Opredeljena je kot avtoimuna bolezen, 
pri kateri telo napada samo sebe in povzroča vnetje. V milejši obliki se kaže kot aftozne 
razjede na notranji površini prebavne cevi, v hujši obliki pa bolezen povzroči globje in večje 
razjede, ki lahko preluknjajo prebavno cev, ali pa zaradi vnetja povzročijo zaporo črevesja. 
Pojavnost bolezni sega od 27 do 48 primerov na 100.000 ljudi (Naser in sod., 2012). Izmed 
vseh alelov gena ATG16L1 je z razvojem bolezni najbolj povezana alel 898A>G 
(Thr300Ala), pri katerem poliformizem posameznega nukleotida (ang. single nucleotid 
polimorfism ali SNP) povzroči zamenjavo treonina z alaninom na poziciji tristote 
aminokisline v ATG16L1 (ClinVar, 2019). Izmed vseh alelov gena ATG16L1 je alel T300A 
tudi najbolj razširjen in najbolje raziskan. Pravilno delovanje Atg16L1 ima pomembno 
imunološko funckijo, saj je avtofagija poleg odstranjevanja intracelularnih patogenov 
udeležena tudi pri predstavljanju antigenov, potrebna pa je tudi za razvoj in preživetje 
limfocitov T (Conway in sod., 2013; Cooney in sod., 2010; Crisan in sod., 2011). Za 
odstranjevanje patogenov je še posebej pomembna komunikacija med Atg16L1 in 
citosolnim receptorjem patogenov NOD2, ki kot odziv na invazivne patogene sproži 
avtofagijo (Travassos in sod. 2010; Salem in sod. 2015; Salem in sod. 2013). NOD2 naj bi 
z Atg16L1 neposredno interagiral in ga rekrutiral na membrano pri mestu bakterijskega 
vstopa. Mutacije v genu NOD2 prav tako predstavljajo visok faktor tveganja za razvoj 
Chronove bolezni (Salem in sod. 2015; Salem in sod. 2013). Natančen mehanizem, ki bi 
pojasnil, zakaj varianta T300A vodi v zmanjšanje avtofagije, še ni znan. Murthy in sodelavci 
(Murthy in sod., 2014) so v raziskavi podali možno razlago, da sprememba v 
aminokislinskem zaporedju pri varianti T300A povzroči, da protein prepozna in cepi encim 
kaspaza 3 (CASP3). Gre za endoproteazo, ki na mestu cepitve razgradi peptidne vezi 
proteina. V raziskavi so odkrili tudi, da stresni signali, kot so metabolni stres, induciran s 
stradanjem, aktivacija receptorjev smrti s strani TNF/TNF-α (tumor-nekrotizirajoči faktor, 
ang. tumor-necrosis factor) ali okužba s patogeno bakterijo Yersinia enterocolitica, dodatno 
okrepijo razgradnjo proteina Atg16L1 s CASP3 pri varianti T300A. Raziskave na miših so 
pokazale, da okvare v delovanju Atg16L1 povzročijo nenormalno eksocitozo antimikrobnih 
granul iz Panethovih celic, ki so specializirane epitelne celice črevesja, ki regulirajo črevesno 
okolje in varujejo nišo matičnih celic črevesja. Okvarjeno delovanje Panethovih celic pri 
varianti T300A je bilo nadalje potrjeno z gojenjem Panethovih celic v prisotnosti matičnih 
celic LGR5+. V kolikor so Panethove celice izvirale iz miši divjega tipa, so matične celice 
tvorile organoide, pri matičnih celicah, gojenih v prisotnosti Panethovih celic iz miši z 
varianto T300A, pa je bilo tvorjenje organoidov omejeno (Barker in sod., 2007; Lassen in 
sod., 2014). Raziskave na miših in ljudeh nakazujejo tudi, da zmanjšano delovanje Atg16L1 
vodi v ojačano signalizacijo s strani vnetnega dejavnika IL1B (interlevkin 1 beta), kar 
pripelje do hipervnetnega stanja. Zmanjšan privzem antigenov in omejeno odstranjevanje 
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bakterij skupaj s hipervnetnim stanjem lahko pripelje do sprememb v črevesni mikrobioti 
(Cadwell in sod., 2008; Saitoh in sod. 2008). Kot že omenjeno, avtofagija služi tudi za 
odstranjevanje poškodovanih proteinov. Z opravljanjem te funkcije služi kot mehanizem, s 
katerim se celica odzove na stres endoplazemskega retikuluma (ER stres). V kolikor je 
avtofagija odsotna, lahko to vodi v nerazrešen ER stres, ki je povezan z vnetji pri Chronovi 
bolezni (Adolph in sod., 2013; Fritz in sod., 2011; Deuring in sod. 2014). Tako so v 
Panethovih celicah pacientov s Chronovo boleznijo, ki so imeli varianto T300A proteina 
Atg16L1, zaznali občutno povišane koncentracije označevalcev ER stresa (Deuring in sod., 
2014). Glede na vsa navedena dejstva ni presenetljivo, da avtofagija predstavlja tudi 
potencialno tarčo za zdravljenje Chronove bolezni. Z indukcijo avtofagije bi lahko 
potencialno povišali odstranjevanje bakterij in zmanjšali kronična vnetja, značilna za 
Chronovo bolezen (Cooney in sod., 2010). Kljub temu se je potrebno zavedati, da so aleli 
gena ATG16L1 pogosto prisotni tudi pri zdravih osebah, kar pomeni, da polimorfizmi 
posameznih nukleotidov v ATG16L1 sami po sebi ne zadostujejo za razvoj Chronove 
bolezni. Za uspešno zdravljenje je tako potrebno nadaljnjo razumevanje sprožilcev vnetnih 
procesov pri Chronovi bolezni, kot tudi poglobljeno razumevanje avtofagije. 
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2.4 SESTAVLJANJE PO GIBSONU 
 
Metoda sestavljanja po Gibsonu nam omogoča, da z eno izotermalno reakcijo sestavljamo 
DNA fragmente, ki imajo prekrivajoče se regije. V reakciji so udeleženi trije encimi: 
eksonukleaza, ki v smeri 3' → 5’ razgradi konce fragmentov, udeleženih v reakciji in tako v 
prekrivajoči regiji ustvari komplementarne enoverižne 3' DNA štrleče oziroma lepljive 
konce, ki lahko nalegajo drug na drugega; polimeraza, ki zapolni vrzeli, nastale po naleganju 
obeh fragmentov; ligaza, ki s kovalentnimi vezmi poveže zareze, ki ostanejo po delovanju 
polimeraze. Obstaja več načinov za izvedbo te reakcije, med katerimi je najpreprostejša 
enokoračna izotermalna reakcija (ang. one-step isothermal (ISO) reaction), ki smo jo 
uporabili tudi v naši raziskavi. Pri vsakem načinu izvedbe reakcije služijo tri encimske 
komponente za kovalentno povezovanje fragmentov, polietilen glikol pa je uporabljen za 
makromolekularno gnečenje, ki spodbudi rekombinacijo. Prednost enokoračne ISO reakcije 
je, da lahko vse komponente predhodno zmešamo in jih zamrznjene hranimo do uporabe. 
Ko želimo reakcijo izvesti, dodamo izotermalni mešanici ssDNA ali dsDNA in nastalo 
mešanico inkubiramo pri 50 °C. 
 
Z uporabo metode sestavljanja po Gibsonu lahko preprosto pripravimo velike molekule 
DNA. Regije, ki so prevelike za pomnoževanje s PCR, lahko razdelimo na krajše pomnožke 
s prekrivajočimi se konci, ki jih nato sestavimo v eno molekulo. V kolikor sta tudi končni 
regiji nastalega produkta med seboj prekrivajoči, nam to omogoči, da se produkt 
cirkularizira. Priporočljivo je, da imajo fragmenti, ki jih želimo združiti, prekrivajočo regijo 
dolgo vsaj 40 bp (Gibson, 2011; Gibson in sod., 2009). 
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2.5 SISTEM CRISPR/Cas 
 
Sistem CRISPR/Cas (ang. clustered regularly interspaced short palindromic repeats / 
CRISPR associated protein; gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev 
/ s CRISPR povezan protein) je prilagodljiv imunski sistem bakterij in arhej, ki tem 
mikroorganizmom omogoča obrambo pred virusi in plazmidi (Jinek in sod., 2012). Deluje 
tako, da dele dednega materiala napadajočih virusov vgradi v lasten genom in te vgrajene 
fragmente uporabi kot osnovo za prepoznavanje homolognih zaporedij, ki jih nato razgradi 
z RNA vodena endonukleaza (Terns M.P. in Terns R.M, 2011). Do sedaj sta bila opisana 2 
razreda (ang. class), 6 različnih tipov (ang. type) in 21 podtipov (ang. subtype) sistema 
CRISPR/Cas. V nadaljevanju se bomo osredotočili na najpogosteje uporabljen tip, in sicer 
sistem tipa 2 (Makarova in sod., 2017). Zapis za CRISPR/Cas sistem tipa 2 se nahaja na 
lokusu CRISPR in je sestavljen iz genov Cas, zapisa za trans-aktivirajočo crRNA, (ang. 
trans-activating crRNA ali tracrRNA) in regije (v nadaljevanju imenovana CRISPR odsek, 
ang. CRISPR array), sestavljene iz vmesnikov (ang. spacers), ki so presledkovno prekinjeni 
s palindromnimi ponovitvami (Khatodia in sod.,  2016). Vmesniki so fragmenti DNA, ki jih 
mikroorganizem pridobi iz faga ali plazmida in jih vgradi v lokus CRISPR. Vse palindromne 
ponovitve so med seboj enake, vmesniki pa so med seboj različni ter komplementarni 
tarčnemu  zaporedju DNA. Pri transkripciji se odsek CRISPR prepiše v dolgo prekurzorsko 
CRISPR RNA (ang. precursor crRNA ali pre-crRNA). Na dele pre-crRNA, ki so se prepisali 
iz palindromnih ponovitev, se veže komplementarna tracrRNA, kar pritegne ribonukleazo 
III (RNaza III), ki povzroči cepitev pre-crRNA v krajše crRNA (CRISPR RNA) (Slika 4). 
Del novonastale crRNA, kjer se je vezala tracrRNA, prepozna endonukleaza Cas9 in se z 
njo poveže, prosti del crRNA, ki se je prepisal iz vmesnika, pa novonastalemu 
ribonukleoproteinskemu kompleksu služi kot vodilo za iskanje komplementarnega 
zaporedja (Mali in sod., 2013). Kompleks prične z iskanjem komplementarnega zaporedja, 
za njegovo uspešno vezavo na verigo DNA pa mora biti v neposredni bližini tarčnega 
zaporedja prisotno tudi zaporedje PAM (protovmesniku bližnji motiv, ang. protospacer 
adjacent motif), ki služi kot prepoznavno in vezavno mesto za Cas9. Zaporedje PAM služi 
tudi kot varovalo, da ne bi CRISPR lokus postal tarča sistema CRISPR/Cas, saj palindromne 
ponovitve, ki se nahajajo zraven vmesnikov, ne vsebujejo zaporedja PAM  (Hsu in sod., 
2014; Gasiunas in sod., 2012; Jinek in sod., 2012; Horvath in sod., 2008). Različni 
CRISPR/Cas sistemi potrebujejo za svoje delovanje različna zaporedja PAM. Sistem, ki je 
najpogosteje uporabljen v laboratorijske namene, izvira iz bakterije Streptococcus pyogenes, 
za njegovo delovanje pa je potrebno zaporedje PAM, sestavljeno iz enega poljubnega 
nukleotida in dveh zaporednih gvaninov (NGG) (Jinek in sod. 2012; Horvath in sod., 2008). 
Če sta prisotna zaporedje PAM in zaporedje DNA, ki je komplementarno prostemu delu 
crRNA, se Cas9 kompleks veže na to regijo DNA in povzroči dvojni prelom verige DNA 
(Deltcheva in sod., 2011; Zhang in sod., 2013.; Jinek in sod., 2012). gRNA se vedno veže 
na verigo, ki je komplementarna verigi, ki vsebuje zaporedje PAM (Mali in sod., 2013) 
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Slika 4: Shematski prikaz delovanja sistema CRISPR/Cas9 bakterije S. pyogenes (Qi. in sod., 2013). Iz 
CRISPR lokusa, ki je prikazan kot veriga v zgornjem delu slike, se prepišejo tracrRNA (črna zanka), Cas9 
protein (modra struktura) in pre-crRNA (daljša veriga). Hibridizacija tracrRNA in pre-crRNA pritegne RNazo 
III, ki pre-crRNA cepi v več manjših crRNA. Na odseke nastalih crRNA, kjer je hibridizirana tracrRNA, se 
veže Cas9, enoverižen preostanek crRNA pa nastalemu kompleksu služi kot vodilo za iskanje 
komplementarnega zaporedja DNA. Ko kompleks odkrije komplementarno zaporedje se, če je prisotno tudi 
zaporedje PAM, veže na komplementarno zaporedje in povzroči dvojni prelom verige DNA. 
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Dejstvo, da je za tarčno delovanje Cas9 potrebno spremeniti samo zapis za crRNA, je 
tehnologijo CRISPR/Cas9 naredilo kot zelo dobro tehnično alternativo metodam za urejanje 
genoma, kot sta nukleaza s cinkovimi prsti (ang. zinc-finger nuclease ali ZFN) in efektorske 
nukleaze, podobne transkripcijskim aktivatorjem (ang. Transcription activator-like effector 
nuclease ali TALEN), pri katerih je za vsako tarčo potreben proteinski inženiring (Doudna 
in Charpentier, 2014). Prav tako je bilo ugotovljeno, da lahko funkcijo tracrRNA in crRNA 
nadomestimo z izdelavo in uporabo ene same vodeče RNA (ang. guide RNA ali gRNA), ki 
ohrani dve ključni lastnosti tracrRNA-crRNA dupleksa: 5′ konec gRNA vsebuje 20 
nukleotidov dolgo enoverižno zaporedje, ki na osnovi Watson-Crick-ovega parjenja baz 
določi tarčno zaporedje na DNA, 3′ konec gRNA pa je dvoverižen in omogoči vezavo s 
Cas9. gRNA skupaj s Cas9 predstavlja dvokomponentni sistem, pri katerem lahko z zasnovo 
ustrezne gRNA zagotovimo, da bo Cas9 deloval na poljubnemu zaporedju, v kolikor se v 
njegovi bližini nahaja tudi zaporedje PAM (5′-NGG-3′ v primeru spCas9; Cong in sod., 
2013; Mali in sod., 2013; Jinek in sod., 2012). Cas9 po hibridizaciji gRNA in tarčne DNA 
povzroči prelom obeh verig DNA na tretjem baznem paru navzgor (ang. upstream) od 
zaporedja PAM (Jinek in sod., 2012) (Slika 5). 
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Slika 5: Shematski prikaz delovanja sistema CRISPR/Cas9 in različnih možnosti popravljanja dvojnega 
preloma verige DNA (Khatodia in sod., 2016). Po vezavi nukleoproteinskega kompleksa gRNA-Cas9 na tarčno 
zaporedje DNA izvede Cas9 dvojni prelom verige na tretjem baznem paru navzgor od zaporedja PAM. Nastali 
dvojni prelom verige se lahko popravi z združevanjem nehomolognih koncev (ang. non-homologoues end 
joining ali NHEJ), kar v tarčno zaporedje vnese napake. Če je za popravljanje na voljo homologna donorska 
DNA, se popravljanje lahko izvede s homologno rekombinacijo, pri čemer se na mesto preloma integrira 
donorska DNA. 
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2.6 POPRAVLJANJE DVOJNEGA PRELOMA VERIGE DNA PRI KVASOVKI 
 
Dvojni prelomi verige DNA (ang. double-strand break ali DSB) so za celico najbolj 
citotoksična oblika poškodbe DNA. Že ena nepopravljena prekinitev obeh verig je lahko za 
celico usodna (Resnick in Martin, 1976). Nepravilno popravljeni DSB lahko vodijo v 
delecije, translokacije, izgubo heterozigotnosti in izgubo kromosoma, posledica česar so 
lahko različne bolezni (Kasparek in Humphrey, 2011). Dvojni prelom verige  nastane s 
sočasno proksimalno prekinitvijo obeh verig DNA, kar povzroči, da se obe verigi razdelita 
na dva fizično ločena konca. Takšne poškodbe DNA so lahko posledica programiranih 
celičnih procesov, kot je spreminjanja paritvenega tipa pri kvasovki, delovanje endonukleaz, 
ali rekombinacije med mejozo (Shrivastav in sod., 2008). Tarčno lahko DSB izvedemo tudi 
z uporabo tehnik za urejanje genoma, kot je CRISPR/Cas9 (Doudna in Charpentier, 2014.). 
Tudi pri preučevanju homologne rekombinacije in popravljanju DSB je navadna kvasovka 
zaradi že opisanih prednosti služila kot eden ključnih modelnih organizmov (Aylon in 
Kupiec, 2004). Obstaja več različnih mehanizmov popravljanja DSB, pri čemer sta ključna 
popravljanje s homologno rekombinacijo in popravljanje z združevanjem nehomolognih 
koncev (Jones in Humphrey, 2016). Ker je popravljanje DSB s homologno rekombinacijo 
mehanizem, na osnovi katerega smo v sklopu naše raziskave izvedli integracijo gena 
ATG16L1 v genom, bomo ta način popravljanja opisali bolj obširno. 
2.6.1 Popravljanje s homologno rekombinacijo 
Homologna rekombinacija predstavlja zelo natančnen način popravljanja DSB, pri katerem 
se kot matrica za popravljanje uporabi homologno zaporedje DNA (Jones in Humphrey, 
2016). Trenutni model homologne rekombinacije je osnovan na modelu, ki ga je leta 1964 
postavil Robin Holliday (Holliday, 1964). Na osnovi strukture DNA je predvidel, da se med 
mejozo razvite verige DNA povežejo s komplementarnimi bazami na homolognem 
kromosomu. Model predvideva kovalentno povezavo kromosomov in nastanek DNA 
strukture, imenovane Hollidayev stik (ang. Holliday junction). Nastala struktura se lahko 
razreši v dveh orientacijah, od česar je odvisno, če med molekulama DNA, ki sta udeleženi 
v homologni rekombinaciji, poteče tudi prekrižanje (ang. crossover) (Jones in Humphrey, 
2016). Mehanizem popravljanja DSB s homologno rekombinacijo je prvi predlagal Resnic 
(Resnick, 1976). Za razliko od Hollidayevega modela, ki za začetek homologne 
rekombinacije predvideva enojni prelom verige, je Resnic kot izhodiščni dogodek predvidel 
DSB. Predvidel je tudi, da dvojnemu prelomu sledi razgradnja koncev prelomljenih verig v 
smeri 3' proti 5', kar ustvari dva enoverižna 3' štrleča konca, ki se lahko povežeta s 
homolognim kromosomom ali sestrsko kromatido. Z nadaljnjimi raziskavami je bila odkrita 
specifična vloga 3' štrlečih koncev, pojasnil pa se je tudi potek dogodkov, ki vodijo do 
nastanka Hollidayevega stika in razrešitve rekombinantnih struktur (Sun in sod., 1991). 
Po nastanku DSB se verigi pod vplivom eksonukleazne aktivnosti proteinskega kompleksa 
MRX razgradita v smeri 3' proti 5'. Na nastala 3' štrleča konca se najprej veže replikacijski 
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protein A (ang. replication protein A ali RPA), ki prepreči razgradnjo štrlečih koncev in 
tvorjenje sekundarnih struktur. Sledi disociacija RPA in vezava proteina Rad51, ki okoli 
enoverižne DNA tvori spiralni nukleoproteinski filament. Nastali nukleoproteinski filament 
omogoči iskanje homolognega zaporedja in vezavo na to zaporedje (Mazin in sod., 2000). 
Vdor nukleproteinskega kompleksa v homologno zaporedje povzroči vezavo na homologno 
matrico, komplementarna veriga v homolognemu zaporedju pa je v tem procesu 
izpodrinjena. Nastalo strukturo imenujemo zanka D (ang. displacement loop ali D-loop) 
(Szostak in sod., 1983). Homologno zaporedje, s katerim je povezana vdirajoča veriga (ang. 
invading strand), služi kot matrica za pomnoževanje vdirajoče verige z DNA-polimerazo. 
Proces lahko od tu dalje poteka na več načinov (prikazano na sliki 6): 
 
1. Drugi enoverižni 3' štrleči konec prelomljene verige se v procesu zajetja drugega 
konca (ang. second end recapture) poveže z izpodrinjeno verigo homolognega 
zaporedja, ki prelomljeni verigi nato služi kot matrica za pomnoževanje. 
Podaljševanje vdirajoče verige omogoči, da se ta ligira s 5' koncem prelomljene 
verige (Nimonkar in Kowalczykowski, 2009.; Jones in Humphrey, 2016). To 
povzroči nastanek dvojnega Hollidayevega stika, ki se lahko razreši na več načinov. 
V primeru disolucije pride do približevanja obeh Hollidayevih stikov, kar povzroči 
združitev dveh DNA dupleksov in nastanek hemikatenana (ang. hemicatenane). 
Struktura se nato brez prekrižanja razreši v procesu dekatenacije (Jones in 
Humphrey, 2016). Razrešitev dvojnega Hollidayevega križišča z resolucijo poteka 
pod vplivom resolvaze Yen1 (Ip in sod., 2008). Glede na način delovanja resolvaze 
lahko razrešenje Hollidayevih stikov poteče s prekrižanjem ali brez prekrižanja 
(Jones in Humphrey, 2016). Ta način popravljanja imenuje popravljanje 
dvoverižnega preloma (ang. double-strand break repair ali DSBR). 
2. V primeru od sinteze odvisnega prileganja verige (ang. synthesis-dependant strand 
annealing ali SDPS) se vdirajoča veriga zaradi migracije zanke D ali delovanja 
helikaz odcepi od homolognega zaporedja (Formosa in Alberts, 1986; Symington in 
sod., 2014). Zaradi podaljševanja vdirajoče verige je veriga dovolj dolga, da doseže 
homologno regijo na drugi strani preloma in se z njo poveže. Novo povezana veriga 
nato služi kot matrica za pomnoževanje komplementarne verige, konci obeh verig pa 
se ligirajo (Jones in Humphrey, 2016). 
3. Do s prelomom inducirane replikacije (ang. break-induced replication ali BIR) pride, 
ko je za rekombinacijo na voljo samo eden od dveh koncev DNA, ki sta nastala ob 
prelomu. Po nastanku zanke D se vdirajoča veriga podaljšuje, vse dokler ne doseže 
konca kromosoma ali sreča replikacijskih vilic (Llorente in sod. 2008). Podaljšana 
vdirajoča veriga služi kot matrica za pomnoževanje komplementarne verige, kar 
povzroči, da sta obe verigi kopija homolognega zaporedja, ki je bilo uporabljeno za 
homologno rekombinacijo. Posledica tega je izguba heterozigotnosti (Jones in 
Humphrey, 2016). 
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Slika 6: Različne oblike homologne rekombinacije pri kvasovki (Jones in Humphrey, 2016). 
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2.6.2 Popravljanje z združevanjem nehomolognih koncev 
Če po nastanku DSB ni prisotne homologne matrice, ne pride do razgradnje verig v smeri 5' 
proti 3' ter posledičnega nastanka 3' štrlečih koncev. V takšnem primeru se lahko DSB 
popravi z združevanjem nehomolognih koncev (Moore in Haber, 1996; Jones in Humphrey, 
2016). Po nastanku DSB se konci verig pod vplivom nukleaze in polimeraze obdelajo in 
poravnajo, nato pa jih ligaza IV zlepi (Lieber, 2008). Proces uvaja več napak kakor 
popravljanje s homologno rekombinacijo, saj lahko pri popravljanju z združevanjem 
nehomolognih koncev pride do različno dolgih insercij in delecij (Li in sod. 2012; Lehman, 
1974; Chiruvella in sod., 2014; Sander in Joung, 2014). Popravljanje z združevanjem 
nehomolognih koncev je prevladojuč način popravljanja pri višjih evkariontih, pri kvasovki 
pa prevladuje popravljanje s homologno rekombinacijo (Jazayeri in Jackson, 2002). 
 
 
Slika 7: Popravljanje DSB z združevanjem nehomolognih koncev (Sander in Joung, 2014). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Pripomočki 
 
Preglednica 1: Uporabljeni pripomočki. 
Pripomočki  
aluminijasta folija 
avtoklavirni trak 
drigalski spatula 
 
epruvete  
erlenmajerice  
filter za sterilizacijo  
krovna stekla 
laboratorijske čaše 
merilni valji 
mikrobiološke zanke 
 
mikrocentrifugirke 
mikrocentrifugirke za PCR 
nastavki za pipete 
parafilm 
petrijevke 
pinceta 
plastična folija 
plastične brizge 
plastične UV kivete 
predmetna stekla 
skalpel 
sterilni zobotrebci 
 
sterilni žamet  
3.1.2 Aparature 
Preglednica 2: Uporabljene aparature. 
Aparature Proizvajalec 
analitska tehtnica Sartorius 
aparat za led 
aparat za PCR 
aparatura za slikanje gelov 
Icematic 
Bio-Rad in Omega 
Syngene 
avtomatske pipete Eppendorf, Gilson 
brezprašna komora 
centrifuga 
Iskra PIO 
Hettich Zentrifugen, Eppendorf 
inkubator s stresalnikom Innova 
se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 2: Uporabljene aparature 
Aparature Proizvajalec 
komplet za gelsko elektroforezo 
hemocitometer 
hladilnik in skirnja -20 °C 
Consort 
Assistent 
Bosch 
magnetno mešalo 
mikrovolumni spektrofotometer 
plinski gorilnik 
spektrofotometer 
stresalnik 
svetlobni mikroskop 
tehtnica 
transiluminator 
vaakumski koncentrator 
vibracijski mešalnik 
vodna kopel 
zamrzovalnik -80 °C 
IKA 
Thermo Scientific 
 
Shimadzu 
New Brunswick Scientific 
Olympus 
Vibra 
Biostap 
GeneVac 
Tehtnica 
Isotemp, Huber 
Heto Ultra Freeze 
3.1.3 Kemikalije 
Preglednica 3: Uporabljene kemikalije. 
Kemikalije Proizvajalec 
agar VWR BDH chemicals 
agaroza Sigma 
amonijev sulfat Sigma 
ampicillin 
borova kislina 
cinkov sulfat heptahidrat 
Sigma 
Emsure 
Sigma-Aldrich 
CSM Formedium 
CSM brez uracila Formedium 
DMSO 
DNA-polimeraza Q5 hotstart 
DNA-polimerata Taq 
EDTA 
enoverižna DNA iz telečjega priželjca 
etanol 
etidijev bromid 
geneticin (G418) 
glicerol 
glukoza 
izotermalna reakcijska mešanica 
kalcije klorid dihidrat 
kvasni ekstrakt 
lestvica lambda Pst 
lestvica 1 kb 
ligacijski pufer 
Thermo Scientific 
Thermo Scientific 
Biotehniška fakulteta 
Carlo Erba, Serva 
Sigma 
 
 
Gibco 
Carlo Erba 
Fisher Scientific 
Biotehniška fakulteta 
Sigma-Aldrich 
Difco 
 
Thermo Scientific 
Thermo Scientific 
se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 3: Uporabljene kemikalije 
Kemikalije Proizvajalec 
ligaza T4 
litijev acetat 
magnezijev klorid 
mešanica dNTP 
nanašalni pufer 6-kratne koncentracije 
nanašalni pufer 10-kratne koncentracije 
natrijev dodecil sulfat 
nourseotricin 
osnova za gojišče LB 
pepton 
polietilenglikol 3350 
pufer za polimerazo Q5 hostart 
pufer za polimerazo Taq 
reakcijska mešanica DreamTaq Green PCR mastermix 
restrikcijski encim BglI 
restrikcijski pufer z zelenim barvilom 
spektinomicin 
Tris baza 
voda MQ 
YNB brez aminokislin in amonijevega sulfata 
Thermo Scientific 
Sigma-Aldrich 
Merck 
Thermo Scientific 
Thermo Scientific 
Thermo Scientific 
Roth 
Jena Bioscience 
LLG Labware 
Difco 
Sigma-Aldrich 
New England Biolabs 
Thermo Scientific 
Thermo Scientific 
Thermo Scientific 
Thermo Scientific 
 
Sigma 
 
Formedium 
3.1.4 Komercialni kompleti reagentov 
Preglednica 4: Uporabljeni komercialni kompleti reagentov. 
Komercialni kompleti reagentov Proizvajalec 
Thermo Scientific™ GeneJET Gel Extraction Kit Thermo Scientific 
Thermo Scientific™ GeneJET PCR Purification Kit Thermo Scientific 
Thermo Scientific™ GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Scientific 
3.1.5 Mikroorganizmi 
3.1.5.1 Sevi kvasovk (Saccharomyces cerevisiae) 
Preglednica 5: Uporabljeni sevi kvasovk. 
Sev S. cerevisiae Genotip Vir 
Sev divjega tipa BY4741 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 Biotehniška 
fakulteta 
BY4741 atg16Δ MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 atg16Δ::KanMX Institut ‘’Jožef 
Stefan’’ 
BY4741 atg16Δ [p414]  Izdelali sami 
BY4741 atg16Δ [p426]  Izdelali sami 
se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 5: Uporabljeni sevi kvasovk 
Sev S. cerevisiae Genotip Vir 
BY4741 atg16Δ [p414, 
p426] 
 Izdelali sami 
BY4741 
ATG16::ATG16L1 
MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 atg16Δ::ATG16L1 Izdelali sami 
3.1.5.2 Sevi bakterij (Escherichia coli) 
Preglednica 6: Uporabljeni sevi bakterij. 
Sev E. coli Genotip Vir 
DH5α F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG 
Φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK – mK + ), λ– 
Biotehniška 
fakulteta 
DH5α [p414]   
DH5α [p426]   
DH5α [pDONR223_ 
ATG16L1_WT] 
 Addgene 
DH5α [p426_gibson]  Izdelali sami 
DH5α [pJET_ATG]  Izdelali sami 
DH5α [pJET_ATG/2]  Izdelali sami 
DH5α [pJET_200]  Biotehniška 
fakulteta 
3.1.6 Plazmidi 
Preglednica 7: Uporabljeni plazmidi. 
Oznaka Plazmida Opis plazmida 
pDONR223_ 
ATG16L1_WT 
Plazmid z zapisom za humani gen ATG16L1, selekcijski označevalec je odpornost 
proti spektinomicinu. 
p426 Plazmid z zapisom za gRNA, antibiotični selekcijski označevalec je odpornost 
proti ampicilinu, avksotrofni selekcijski označevalec je gen URA3. 
p414 Plazmid z zapisom za Cas9, selekcijski označevalec je odpornost proti ampicilinu. 
pJET Lineariziran plazmid za molekulsko kloniranje, selekcijski označevalec je 
odpornost proti ampicilinu. 
pJET_ATG Plazmid pJET v katerega smo neuspešno ligirali gen ATG16L1. Plazmid vsebuje 
neznan vključek. 
pJET_ATG/2 Plazmid pJET, v katerega smo ligirali gen ATG16L1. 
pJET_200 Plazmid pJET z vključkom velikosti 200 bp. 
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3.1.7 Oligonukleotidni začetniki 
Preglednica 8: Uporabljeni oligonukleotidni začetniki. 
Oznaka 
oligonukleotidnega 
začetnika 
Zaporedje oligonukleotidnega začetnika v smeri 5' proti 3' 
ATG_chr_F TTGATTTTTGTTATTAACCTGCGCGAATCTGTATTAAGGGCGCATAT
TCCATGGCCCAACTGAGGATTAAGCACCAAGAG 
ATG_chr_R GATTTTATTTTCTTTTGTATGCATTTTGTGACGATTTGACAACTGAT
GCATCAGTACTGTGCCCACAGCACAGCTTTGCA 
ATG_ctrl_F TGTTGTGCTAAATTGCTACTACACT 
ATG_ctrl_R AACATATTTTCACCTCTTTATTGCAAACAC 
ATG_junction_F AAAATTCGTTTCTGGGACATTCGAT 
p426_bb_R TTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAA 
p426_ins_F TTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAA 
p426_ins_R TTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACCTGCGATCCCC 
GGCAAAACAGATCATTTATCTTTCACTGCGGAGAAGTTTCG 
pJET_seq_F CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 
pJET_seq_R AAGAACATVGATTTTCCATGGCAG 
T7 GTAATACGACTCACTATAGGG 
3.1.8 Sestava pufrov in raztopin 
Preglednica 9: Sestava uporabljenih pufrov raztopin 
Kemikalije Sestava 
izotermalna reakcijska mešanica PEG-8000 (25%), Tris-HCl (500 mM, pH 7,5), MgCl2 (50 mM), 
ditiotreitol (50 mM), 1 mM vsakega dNTP, nikotinamidadenin 
dinukleotid (5 mM), eksonukleaza T5 (0,004 U/µl), DNA-ligaza 
Taq (0,004 U/µl), DNA-polimeraza Phusion (0,025 U/µl) 
pufer TBE (1-kratne koncentracije) Tris (89 mM), borova kislina (89 mM), EDTA (2 mM). 
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3.2 METODE 
3.2.1 Avtoklaviranje 
Avtoklaviranje smo izvajali v loncu na zvišan pritisk. Avtoklaviranje je potekalo 15 min od 
trenutka, ko je temperatura v loncu dosegla 120 °C. 
3.2.2 Priprava gojišč 
Sestavine za pripravo gojišč smo vedno zatehtali v merilnem valju in nato do želene količine 
dolili vodo. Mešanico smo nato prelili v erlenmajerico in vsebino dobro premešali z 
magnetnim mešalom. Erlenmajerico smo pred avtoklaviranjem zaprli z aluminijasto folijo. 
V kolikor smo pripravljali agarne plošče, smo gojišče z raztopljenim agarjem po 
avtoklaviranju najprej ohladili v vodni kopeli, nato pa gojišče v brezprašni komori razlili v 
sterilne petrijevke. 
3.2.2.1 Gojišče YPD (ang. yeast extract-peptone-dextrose) 
 
Za pripravo 100 ml gojišča smo odtehtali: 
- 1 g kvasjega ekstrakta, 
- 2 g peptona, 
- 2 g glukoze, 
- 1,5 g agarja (v kolikor smo pripravljali plošče). 
- Avtoklavirali. 
3.2.2.2 Plošče YPD z nourseotricinom (YPD+Ntc) 
Postopek priprave enak postopku za pripravo gojišča YPD, le da smo po avtoklaviranju 
gojišču dodali 100 µl antibiotika nourseotricin (koncetracija 100 mg/ml). Končna 
koncentracija antibiotika v gojišču je bila 100 µg/ml. 
3.2.2.3 Plošče YPD z geneticinom (YPD+G418) 
Postopek priprave enak postopku za pripravo gojišča YPD, le da smo po avtoklaviranju 
gojišču dodali 100 µl antibiotika nourseotricin (koncentracija 100 mg/ml). Končna 
koncentracije antibiotika v gojišču je bila 100 µg/ml. 
3.2.2.4 Plošče YPD s kalcijevim kloridom (YPD+CaCl2) 
Za pripravo plošč YPD+CaCl2 smo si najprej priravili 2 M založno raztopino kalcijevega 
klorida (CaCl2). Za pripravo založne raztopine smo uporabili kalcijev klorid dihidrat (Cacl2 
× 2 H2O), ki ima molsko maso 147,02 g/mol. V merilni valj smo zatehtali 29,4 g CaCl2 × 2 
 
Posinek M. Ugotavljanje morebitne patogenosti mutacij gena ATG16L1 z uporabo humanizirane kvasovke.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
27 
 
H2O in dolili destilirano vodo do 100 ml. Z magnetnim mešalom smo raztopino mešali, 
dokler se ni celoten CaCl2 × 2 H2O raztopil,  nato pa smo raztopino prefiltrirali preko 
sterilnega filtra.  
 
Za pripravo 100 ml gojišča smo odtehtali: 
- 1 g kvasjega ekstrakta, 
- 2 g peptona, 
- 2 g glukoze, 
- 1,5 g agarja. 
 
Glede na koncentracijo kalcija, ki smo jo želeli doseči v ploščah, smo prilagodili razmerje 
med dodano vodo in založno raztopino CaCl2. Vodo smo dodali pred avtoklaviranjem, CaCl2 
pa po avtoklaviranju. 
 
Za pripravo plošč s CaCl2 v koncentraciji  0,4 M smo dodali: 
- do 80 ml destilirane vode, 
- 20 ml 2 M CaCl2. 
 
Za pripravo plošč s CaCl2 v koncentraciji  0,5 M smo dodali: 
- do 77,5 ml destilirane vode, 
- 22,5 ml 2 M CaCl2. 
 
Za pripravo plošč s CaCl2 v koncentraciji  0,5 M smo dodali: 
- do 75 ml destilirane vode, 
- 25 ml 2 M CaCl2. 
 
Za pripravo plošč s CaCl2 v koncentraciji  0,6 M smo dodali: 
- do 70 ml destilirane vode, 
- 30 ml 2 M CaCl2. 
3.2.2.5 Gojišče SD (ang. synthethic defined) 
Za pripravo 100 ml gojišča smo odtehtali: 
- 0,17 g  YNB (kvasna dušikova osnova, ang. yeast nitrogen base) brez aminokislin, 
- 0,5 g amonijevega sulfata, 
- 0,079 g CSM (mešanica esencialnih hranil za kvasovke, ang. complete supplement 
mixture), 
- 1,5 g agarja (v kolikor smo pripravljali plošče). 
- Dolili do 95 ml destilirane vode. 
- Avtoklavirali. 
- Dodali 5 ml 40 %-ne glukoze 
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3.2.2.6 Plošče SD brez uralica (SD-ura) 
Za pripravo 100 ml gojišča smo odtehtali: 
- 0,17 g  YNB brez aminokislin, 
- 0,5 g amonijevega sulfata, 
- 0,077 g CSM brez uracila, 
- 1,5 g agarja. 
- Dolili do 95 ml destilirane vode. 
- Avtoklavirali. 
- Dodali 5 ml 40 %-ne glukoze. 
3.2.2.7 Plošče SD z nourseotricinom (Ntc) in brez uralica (SD-ura+Ntc) 
Postopek priprave enak postopku za pripravo gojišča SD-ura, le da smo po avtoklaviranju 
gojišču dodali 100 µl Ntc (koncetracija 100 mg/ml). Končna koncentracija antibiotika v 
gojišču je bila 100 µg/ml. 
3.2.2.8 Plošče SD s cinkovim sulfatom (SD+ZnSO4) 
Za pripravo gojišč s cinkovim sulfatom smo si najprej priravili 1 M založno raztopino 
cinkovega sulfata (ZnSO4). Za pripravo založne raztopine smo uporabili cinkov sulfat 
heptahidrat (ZnSO4 × 7 H2O), ki ima molsko maso 287,53 g/mol. V merilni valj smo 
zatehtali 28.753 g ZnSO4 × 7 H2O in dolili destilirano vodo do 100 ml. Z magnetnim 
mešalom smo raztopino mešali, dokler se ni celoten ZnSO4 × 7 H2O raztopil,  nato pa smo 
raztopino prefiltrirali preko sterilnega filtra.  
 
Za pripravo 100 ml gojišča smo odtehtali: 
- 0,17 g YNB brez aminokislin, 
- 0,5 g amonijevega sulfata, 
- 1,5 g agarja. 
- Dodali 5 ml 40 %-ne glukoze. 
 
Glede na koncentracijo cinka, ki smo jo želeli doseči v ploščah, smo prilagodili razmerje 
med dodano vodo in založno raztopino ZnSO4. Vodo smo dodali pred avtoklaviranjem, 
ZnSO4 in glukozo pa po avtoklaviranju. 
 
Za pripravo plošč z ZnSO4 v koncentraciji 13 mM smo dodali: 
- 93,7 ml destilirane vode, 
- 1,3 ml 1 M raztopine ZnSO4. 
Za pripravo plošč z ZnSO4 v koncentraciji 15 mM smo dodali: 
- 93,5 ml destilirane vode, 
- 1,5 ml 1 M raztopine ZnSO4. 
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Za pripravo plošč z ZnSO4 v koncetraciji 20 mM smo dodali: 
- 93 ml destilirane vode, 
- 2 ml 1 M raztopine ZnSO4. 
3.2.2.9 Gojišče SD brez dušika (SD-N) 
Za pripravo 100 ml gojišča smo odtehtali: 
- 0,17 g  YNB brez aminokislin. 
- Dolili do 92,5 ml destilirane vode. 
- Avtoklavirali. 
- Dodali 5 ml 40 %-ne glukoze. 
- Dodali 2,5 ml 80 %-nega glicerola. 
3.2.2.10 Gojišče LB (ang. lysogeny broth) 
Za pripravo 100 ml gojišča smo odtehtali: 
- 2,5 g osnove za gojišče LB v prahu, 
- 1,5 g agarja (v kolikor smo pripravljali plošče). 
3.2.2.11 Gojišče LB s spektinomicinom (LB+Scm)  
Postopek priprave enak postopku za pripravo gojišča YPD, le da smo po avtoklaviranju 
gojišču dodali 100 µl antibiotika spektinomicin (koncetracija 50 mg/ml). Končna 
koncentracija antibiotika v gojišču je bila 50 µg/ml. 
3.2.2.12 Gojišče LB z ampicilinom (LB+Amp) 
Postopek priprave enak postopku za pripravo gojišča YPD, le da smo po avtoklaviranju 
gojišču dodali 100 µl antibiotika ampicilin (koncetracija 100 mg/ml). Končna koncentracija 
antibiotika v gojišču je bila 100 µg/ml. 
3.2.3 Inkubacija mikrobioloških kultur 
Inkubacija kultur kvasovke je vedno potekala pri temperaturi 30 °C, inkubacija kultur E. coli 
pa pri 37 °C. Tekoče kulture smo inkubirali ob stresanju pri 180 rpm. Čas inkubacije je za 
vsako kulturo naveden v opisu poskusa, v sklopu katerega smo kulturo uporabljali. 
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3.2.4 Agarozna gelska elektroforeza 
Elektroforezo smo izvajali v različnih pogojih (različne napetosti in gostota gela), zato bodo 
specifični podatki o pripravi gela in pogojih, v katerih je elektroforeza potekala, pripisani pri 
vsakem postopku, pri katerem smo elektroforezo izvajali, splošen postopek pa je opisan 
tukaj. Za pripravo elektroforeznega gela smo v erlenmajerico zatehtali agarozo, ki smo ji 
dodali 40 ml 1-kratnega TBE pufra. Na erlenmajerici smo označili nivo, do katerega je segal 
pufer in nato z gretjem v mikrovalovni pečici in mešanjem omogočili raztapljanje agaroze. 
Ko s prostim očesom nismo več opazili neraztopljenih zrn agaroze, smo v erlenmajerico do 
nivoja, ki smo ga predhodno označili, dolili destilirano vodo in s tem nadomestili vodo, ki 
je izparela med segrevanjem. Pripravljeni raztopini smo dodali 1 µl etidijevega bromida in 
jo razlili v kalup. Po razlitju smo v kalup vstavili glavniček in počakali, da se gel strdi. V 
elektroforezno banjico smo nalili 1-kratni TBE pufer, ki smo mu dodali 10 µl etidijevega 
bromida. Strjenemu gelu smo odstranili glavniček in ga na nosilcu vstavili v elektroforezno 
banjico ter se prepričali, da pufer v banjici prekriva gel. V jamice v gelu smo nanesli vzorce, 
nato pa elektroforezno banjico pokrili s pokrovom, namestili elektrodi in elektroforezo 
pognali na željenih nastavitvah. Uporabljali smo šestkratni in desetkratni nanašalni pufer, ki 
smo ga glede na njegovo koncentracijo dodali v ustreznem razmerju. 
3.2.5 Spektrofotometrija 
Metodo smo uporabljali za določanje koncentracije celic v vzorcih. Pri vseh meritvah smo 
za merjenje uporabljali valovno dolžino 600 nm in plastične UV kivete za enkratno uporabo. 
Pred vsakim merjenjem smo napravo umerili s slepim vzorcem, ki je vseboval enak medij 
kot vzorci, v katerih smo želeli določali koncentracijo celic, ni pa vseboval celičnega 
materiala. Pri rokovanju s kivetami smo bili pozorni, da se ne dotikamo dela kivete, skozi 
katerega poteka žarek in da pri pipetiranju v kiveti ne nastanejo zračni mehurčki.  
3.2.6 Mikrovolumna spektrofotometrija z NanoDrop™ 
Za preverjanje koncentracije DNA v vzorcih smo uporabljali mikrovolumni 
spektrofotometer NanoDrop™. Meritve smo izvajali pri valovni dolžini 260 nm. Mesto za 
nanašanje vzorcev smo pred nanosom vsakega vzorca očistili z destilirano vodo in ga do 
suhega obrisali. Napravo smo pred izvajanjem meritev najprej umerili z destilirano vodo in 
nato s slepim vzorcem, ki je vseboval enak medij kot vzorci, na katerih smo želeli izvajati 
meritve, ni pa vseboval DNA. 
3.2.7 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Specifični pogoji, pri katerih smo izvajali PCR, so za vsako reakcijo navedeni v Preglednici 
10.  Poleg manjših prilagoditev, ki smo jih uporabili za optimizacijo posamezne reakcije, so 
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se naši PCR protokoli občutneje razlikovali glede na vrsto polimeraze, ki smo jo uporabili 
za reakcijo. 
- PCR Z DNA-POLIMERAZO Taq 
V primerih, ko smo PCR uporabljali diagnostično (za ugotavljanje prisotnosti 
določenega odseka), smo za reakcijo uporabili v laboratoriju pripravljeno polimerazo 
Taq. Polimeraza Taq je namreč v primerjavi s polimerazo Q5 hotstart manj natančna 
(McInerney in sod. 2014), vendar cenovno ugodnejša. 
- PCR Z DNA-POLIMERAZO Q5 HOTSTART 
Za pripravljanje pomnožkov, ki smo jih želeli integrirati v genom kvasovke, ali pa 
smo jih uporabili za sestavljanje po Gibsonu, smo zaradi večje natačnosti uporabili 
polimerazo Q5 hotstart. 
 
PCR protokol se je občutno razlikoval tudi pri kolonijskem PCR. Za izvedbo kolonijskega 
PCR k reakcijski mešanici dodamo kolonijo seva, za katero želimo testirati prisotnost 
določenega fragmenta, genom kolonije pa služi kot matrica za pomnoževanje. S tem se 
izognemo izolaciji genomske DNA iz kolonij in posledično prihranimo čas. Omejitev tega 
protokola je, da lahko vsebina liziranih celic inhibira polimerazo Taq in posledično vpliva 
na uspešnost PCR (Dudaite in sod., 2015). PCR program se je v primeru kolonijskega PCR 
od ostalih PCR programov razlikoval predvsem po bistveno daljši začetni denaturaciji. S 
tem smo želeli zagotoviti uspešno lizo celic, saj se z lizo celic iz njih sprosti tudi njihova 
DNA, ki nato služi kot matrica za pomnoževanje v PCR.   
 
Za izvedbo PCR smo uporabljali različne reakcijske mešanice. Vrste mešanic in protokoli 
za njihovo pripravo so prikazani v Preglednici 2. 
 
Osnovni PCR protokol je sestavljen iz štirih korakov: 
1.) Začetna denaturacija DNA. 
2.) Pomnoževalni cikli, ki vključujejo: 
a. denaturacijo DNA, 
b. prileganje začetnih oligonukleotidov, 
c. podaljševanje DNA. 
3.) Končno podaljševanje DNA. 
4.) Ohlajanje. 
 
Temperatura in čas izvajanja vsakega koraka je za posamezne reakcije prikazan v koloni 
Program v Preglednici 10, posamezni koraki pa so v Preglednici 10 označeni z zgoraj 
navedenimi številkami in črkami. Temperaturo, ki smo jo uporabili za prileganje začetnih 
oligonukleotidov, smo za vsako reakcijo izračunali s pomočjo programskega orodja 
NEBioCalculator (NEBioCalculator, 2019), čas podaljševanja DNA pa smo določili glede 
na dolžino pomnoževanega fragmenta in vrsto uporabljene polimeraze. Korak ohlajanje je 
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namenjen kratkoročnemu shranjevanju PCR vzorcev v napravi za PCR pri 4 °C in se med 
posameznimi reakcijami ne razlikuje, zato v Preglednici 10 ni naveden. 
 
Preglednica 10: PCR protokoli. Številka v koloni »Reakcijska mešanica« označuje uporabo reakcijske 
mešanice, ki je pod to številko opisana v Preglednici 11.  Zaporedje reakcij v preglednici ustreza kronološkemu 
zaporedju, v katerem smo v raziskavi izvajali reakcije. 
Pomnoževani 
fragment 
Oligonukleotidni 
začetniki 
Matrica za 
pomnoževanje 
Reakcijska 
mešanica 
Program 
ATG16L1 ATG_chr_F in 
ATG_chr R 
Plazmid 
pDONR223_ 
ATG16L1_WT 
1 1.) 98 °C, 10s 
2.) 35× 
a. 98°C, 10 s 
b. 72°C, 30 s 
c. 72°C, 57 s 
3.) 72 °C, 2 min 
»backbone« p426_bb_F in 
p426_bb_R 
Plazmid p426 1 1.) 98 °C, 10 s 
2.) 35× 
a. 98°C, 10 s 
b. 62°C, 30 s 
c. 72 °C 2 min 30 
s 
3.) 72 °C, 2 min 
»Insert« p426_ins_F in 
p426_ins_R 
Plazmid p426 1 1.) 98 °C, 10 s 
2.) 35× 
a. 98 °C, 10 s 
b. 62 °C, 30 s 
c. 72 °C, 2 min 
30 s 
3.) 72°C, 2 min 
ATG16L1 ATG_chr_F in 
ATG_chr_R 
Fragment 
ATG16L1 
1 1.) 98 °C, 10 s 
2.) 35× 
a. 98 °C, 10 s 
b. 72 °C, 30 s 
c. 72 °C, 57 s 
3.) 72 °C, 2 min 
ATG16L1 / 
KanMX 
ATG_ctrl_F in 
ATG_ctrl_R 
Kolonija seva 
atg16Δ[p414, 
p426] 
2, 3 1.) 95 °C, 5 min 
2.) 35× 
a. 95 °C, 30 s 
b. 51 °C-56,5 °C, 
30 s 
c. 72 °C, 2 min 
3.) 72 °C, 5 min 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 10: PCR protokoli 
Pomnoževani 
fragment 
Oligonukleotidni 
začetniki 
Matrica za 
pomnoževanje 
Reakcijska 
mešanica 
Program 
ATG16L1 ATG_junction_F in 
ATG_ctrl_R 
Kolonija seva 
atg16Δ[p414, 
p426] 
3 1.) 95 °C, 5 min 
2.) 35× 
a. 95 °C, 30 s 
b. 51 °C, 45 s 
c. 72 °C, 45 s 
72 °C, 5 min 
ATG16L1 ATG_junction_F in 
ATG_ctrl_R 
Genomska DNA 
izolirana iz seva 
atg16Δ[p414, 
p426] 
4 1.) 95 °C, 5 min 
2.) 30× 
a. 95 °C, 30 s 
b. 51 °C, 45 s 
c. 72 °C, 45 s 
3.) 72 °C, 5 min 
ATG16L1 ATG_ctrl_F in 
ATG_ctrl_R 
Kolonija 
humaniziranega 
seva 
1 1.) 98 °C, 3 min 
2.) 35× 
a. 98 °C, 10 s 
b. 62 °C, 30 s 
c. 72 °C, 2 min 30 
s 
3.) 72 °C, 2 min 
ATG16L1 ATG_junction_F in 
pJET_seq_R 
Plazmid 
pJET_ATG oz. 
pJET_ATG/2 
2 1.) 95 °C, 5 min 
2.) 35× 
a. 95 °C, 30 s 
b. 53 °C, 30 s 
c. 72 °C, 45 s 
3.) 72 °C, 2 min 
200 bp fragment pJET_seq_F in 
pJET_seq_R 
Plazmid 
pJET_ATG oz. 
pJET_ATG/2 
2 1.) 95 °C, 5 min 
2.) 30× 
a. 95 °C, 30 s 
b. 53 °C, 30 s 
c. 72 °C, 45 s 
3.) 72 °C, 2 min 
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Preglednica 11: Reakcijske mešanice za PCR. V kolikor je bila reakcijska mešanica uporabljena za izvedbo 
kolonijskega PCR, smo volumen matrice za pomnoževanje nadomestili z enako količino MQ (ultra čista voda 
Milli-Q). 
Oznaka 
reakcijske 
mešanice 
Vrsta 
reakcijske 
mešanice 
Protokol za pripravo reakcijske mešanice 
1 Reakcijska 
mešanica za PCR 
s polimerazo Q5 
hotstart 
Za pripravo mešanice za eno reakcijo smo odpipetirali sledeče 
reagente v skupnem volumnu 44 µl: 
- 10 µl reakcijskega pufra za polimerazo Q5 hotstart (5-kratne 
koncentracije), 
- 8 µl mešanice vseh štirih deoksiribonukleotidov (dNTP) s 
koncentracijo 1,25 mM vsakega dNTP v mešanici, 
- 2,5 µl dimetilsulfoksida (DMSO), 
- 23,5 µl MQ. 
K 44 µl reakcijske mešanice smo dodali: 
- 2,5 µl smernih oligonukleotidnih začetnikov, 
- 2,5 µl protismernih oligonukleotidnih začetnikov, 
- 0,5 µl matrice za pomnoževanje (plazmide smo zredčili do 
koncentracije 10 ng/µl), 
- 0,5 µl polimeraze Q5 hotstart. 
2 Reakcijska 
mešanica za PCR 
s polimerazo Taq 
Za pripravo mešanice za eno reakcijo smo odpipetirali sledeče 
reagente v skupnem volumnu 18,6 µl: 
- 2 µl Taq pufra (10-kratne koncentracije), 
- 1,6 µl MgCl2 (25 mM), 
- 1,6 µl mešanica dNTP (1,25 mM), 
- 13,4 µl MQ. 
 
K 18,6 µl reakcijske mešanice smo dodali: 
- 0,4 µl smernih oligonukleotidnih začetnikov, 
- 0,4 µl protismernih oligonukleotidnih začetnikov, 
- 0,2 µl polimeraze Taq, 
- 0,4 µl matrice za pomnoževanje. 
3 Komercialna 
reakcijska 
mešanica za PCR 
s polimerazo Taq 
Za pripravo mešanice za eno reakcijo smo odpipetirali sledeče 
reagente v skupnem volumnu 20 µl: 
- 10 µl Green mastermix s polimerazo Taq, 
- 9,2 µl MQ, 
- 0,4 µl smernih oligonukleotidnih začetnikov, 
- 0,4 µl protismernih oligonukleotidnih začetnikov. 
4 Reakcijska 
mešanica za 
pomnoževanje 
izolirane 
genomske DNA 
Za pripravo reakcijske mešanice za eno reakcijo smo odpipetirali 
sledeče reagente v skupnem volumnu 17,4 µl: 
- 16,2 µl Green mastermix s polimerazo Taq, 
- 0,6 µl smernih oligonukleotidnih začetnikov, 
- 0,6 µl protismernih oligonukleotidnih začetnikov. 
 
K 17,4 µl reakcijske mešanice smo odpipetirali 15 µl izolirane 
genomske DNA. 
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3.2.7.1 Oligonukleotidni začetniki 
Vse oligonukleotidne začetnike, ki smo jih uporabljali v PCR, smo pred uporabo redčili do 
delovne koncentracije 10 µM. Koncentracij oligonukleotidnih začetnikov v nadaljevanju 
zato ne bomo navajali oziroma bo navedena samo v primerih, ko je bila uporabljena 
koncentracija začetnikov drugačna od 10 µM. V kolikor smo oligonukleotidni začetnik 
prejeli v liofilizirani obliki, smo vsebino najprej raztopili v takšni količini MQ, da smo 
dosegli založno koncentracijo 100 µM, nato pa smo z redčenjem založne raztopine z MQ 
pripravili delovno raztopino začetnikov s koncentracijo 10 µM. 
3.2.8 Protokoli komercialnih laboratorijskih kompletov 
3.2.8.1 Izolacija plazmida po protokolu Thermo Scientific™ GeneJET Plasmid Miniprep 
Kit 
- V 2 ml-mikrocentrifugirko smo odpipetirali 2 ml kulture, iz katere smo želeli izolirati 
plazmid. 
- Kulturo smo 2 min centrifugirali pri 6.800 g in nato odlili supernatant. 
- K peletu smo dodali 250 µl resuspenzijske raztopine (ang. resuspension solution) in 
z vorteksiranjem raztopili pelet. 
- Dodali smo 250 µl raztopine za lizo celic (ang. lysis solution) in z obračanjem 
mikrocentrifugirke 4 do 6-krat premešali raztopino. 
- Dodali smo 350 µl nevtralizacijske raztopine (ang. neutralization solution), raztopino 
premešali z obračanjem 4 do 6-krat in centrifugirali pri 12.000 g za 5 min. 
- Supernatant smo prelili v kolono Thermo Scientific™ GeneJET spin column s 
priloženo zbiralno mikrocentrifugirko in centrifugirali 1 min pri 12.000 g. 
-  Odlili smo tekočino, ki je prešla skozi kolono, dodali 500 µl raztopine za spiranje 
(ang. wash solution) in centrifugirali 1 min pri 12.000 g. 
- Ponovili prejšnji korak. 
- Prazno kolono smo centrifugirali 1 min pri 12.000 g. 
- Kolono smo prestavili v novo mikrocentrifugirko, na kolono odpipetirali 50 µl 
elucijskega pufra (ang. elution buffer) in centrifugirali 2 min pri 12.000 g. (v 
določenih primerih namesto elucijskega pufra uporabili MQ, kar je navedeno pri 
specifičnem protokolu). 
- Raztopljen plazmid smo shranili na – 20 °C. 
3.2.8.2 Čiščenje DNA iz elektroforeznega gela po protokolu Thermo Scientific™ GeneJET 
Gel Extraction Kit 
- Iz elektroforeznega gela smo pod UV iluminatorjem s skalpelom, ki smo ga 
predhodno obžgali, izrezali košček gela, ki je vseboval želeno DNA. Pri tem smo bili 
pozorni, da smo poleg vzorca odrezali čim manjši kos gela brez DNA, rezanje pa 
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smo izvedli v najkrajšem možnem času, da bi se izognili poškodbam DNA zaradi 
UV svetlobe. 
- Gel smo prestavili v 1,5 ml-mikrocentrifugirko, ki smo jo predhodno stehtali.  
- Mikrocentrifugirko z gelom smo ponovno stehtali in na osnovi razlike v masi določili 
maso gela. 
- Dodali smo vezavni pufer (ang. binding buffer) v volumnu, ki je ekvivalenten masi 
gela (1 µl pufra za vsak 1 mg gela). 
- Vzorec smo inkubirali v vodni kopeli pri 55 °C za 10 min oziroma dokler se ni gel 
popolnoma raztopil. 
- Preverili smo ustreznost barvne spremembe raztopine, kar nam potrjujejo ustrezen 
pH. 
- Do 800 µl raztopine smo odpipetirali na kolono Thermo Scientific™ GeneJET spin 
column s priloženo zbiralno mikrocentrifugirko in centrifugirali 1 min pri 12.000 g. 
- Odlili smo tekočino, ki je prešla skozi kolono, dodali 700 µl raztopine za spiranje in 
centrifugirali 1 min pri 12.000 g. 
- Prazno kolono smo centrifugirali 1 min pri 12.000 g. 
- Kolono smo prestavili v novo mikrocentrifugirko, na kolono odpipetirali 50 µl 
elucijskega pufra in centrifugirali 2 min pri 12.000 g. 
- Raztopljeno DNA smo shranili pri – 20 °C. 
3.2.8.3 Čiščenje PCR produktov po protokolu Thermo Scientific™ GeneJET PCR 
Purification Kit 
- K PCR vzorcu smo dodali enak volumen (1:1)  vezavnega pufra. 
- Preverili smo ustreznost barvne spremembe raztopine, kar nam potrjuje ustrezen pH. 
- Raztopino odpipetirali na kolono Thermo Scientific™ GeneJET spin column s 
priloženo zbiralno mikrocentrifugirko in centrifugirali 1 min pri 12.000 g. 
- Odlili smo tekočino, ki je prešla skozi kolono, dodali 700 µl raztopine za spiranje in 
centrifugirali 1 min pri 12.000 g. 
- Odlili smo tekočino, ki je prešla skozi kolono in prazno kolono centrifugirali 1 min 
pri 12.000 g. 
- Kolono smo prestavili v novo mikrocentrifugirko in DNA eluirali z 180 µl MQ. 
Elucijo smo izvedli v treh korakih, tako da smo na kolono vsakič odpipetirali 60 µl 
MQ in počakali 3 min, da je voda prešla skozi kolono. 
3.2.9 Transformacije 
3.2.9.1 Transformacija bakterije E. coli (DH5α) 
- K 100 µl kompetentnih celic (DH5α) smo dodali 10 µl plazmida.  
- Inkubirali na ledu 20 min. 
- Izvedli temperaturni šok z inkubacijo pri 42 °C za 90 s. 
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- Inkubirali na ledu 1-2 min. 
- Dodali 5-kratni volumen (500 µl) gojišča LB. 
- Inkubirali na 37 °C za 45 min ob stresanju pri 180 rpm. 
- Centrifugirali pri sobni temperaturi in hitrosti 6.000 g za 3 min. 
- Odstranili smo 500 µl supernatanta in resuspendirali pelet v preostalem volumnu. 
- 15 µl in 65 µl resuspendirane raztopine celic smo razmazali na dve selekcijski plošči 
LB (specifično gojišče pripisano pri opisu specifične transformacije). 
- Inkubirali na 37 °C preko noči. 
3.2.9.2 Transformacija kvasovke S. cerevisiae z litijevim acetatom 
- V 10 ml tekočega gojišča YPD smo pripravili prekonočno kulturo S. cerevisiae. 
- Prekonočno kulturo smo redčili v 12 ml svežega gojišča YPD, do OD600 = 0,1, če gre 
za navadno transformacijo, ali do OD600 = 0,05, če gre za transformacijo z aktivnostjo 
nukleaze Cas9. 
- Kulturo inkubirali vsaj dva generacijska časa oziroma do vrednosti OD600=0,5 (cca. 
4-6 h) 
- Kulturo smo prenesli v 15 ml-centrifugirko in centrifugirali pri 1.750 g in temperaturi 
24 °C za 5 min. 
- Odstranili smo supernatant in pelet resuspendirali v 6 ml sterilne vode z mešanjem 
na vibracijskem mešalu. 
- Vzorec ponovno centrifugirali  pri enakih pogojih in resuspendirali v 600 µl 0,1 M 
litijevega acetata. 
- Resuspendirane celice smo prenesli v 1,5 ml-mikrocentrifugirko. 
- Centrifugirali pri 2.400 g in sobni temperaturi za 1 min. 
- Odstranili smo supernatant in s pipeto resuspendirali v 200 µl litijevega acetata. 
- Centrifugirali pri 2.400 g in sobni temperaturi za 1 min. 
- Odstranili smo supernatant in celice do transformacije hranili na ledu. 
- Po sledečem postopku pripravili sterilno transformacijsko mešanico: 
 Pripravili smo 50 %-ni PEG-3350 (polietilenglikol), tako da smo zmešali 2,5 
g PEG-3350 in 2,5 ml vode in mešanico avtoklavirali. 
 Za pripravo transformacijske mešanice v skupnem volumnu 360 µl smo 
odpipetirali: 
 240 µl 50 %-nega PEG-3350, 
 36 µl 1 M litijevega acetata, 
 50 µl ssDNA iz telečjega priželjca (2 mg/ml), ki smo jo predhodno kuhali v 
vreli vodi za 5 min in nato do uporabe hranili na ledu, 
 200 ng vektorja (volumen odvisen od koncentracije), 
 v kolikor smo transformirali tudi linearno DNA, smo je dodali 3000-5000 ng 
(volumen odvisen od koncentracije), 
 do 360 µl MQ. 
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 V primeru negativne kontrole smo pripravili transformacijsko mešanico po 
enakem protokolu, vendar vanjo nismo dodali transformirajoče DNA. 
- Mešanico smo dobro premešali na vibracijskem mešalu. 
- Transformacijsko mešanico smo dodali k posedlim celicam in resuspendirali s 
pipetiranjem. 
- Celice smo gojili v vodni kopeli pri 30 °C za 30 min. 
- Za izvedbo toplotnega šoka smo celice gojili v vodni kopeli pri 42 °C za 30 min. 
- Dodali smo 700 µl sterilne destilirane vode in premešali s pipetiranjem. 
- Centrifugirali pri 2.400 g in sobni temperaturi za 1 min. 
- Odstranili smo supernatant in posedle celice ponovno sprali v vodi. 
- Posedlim transformiranim celicam smo dodali 1 ml YPD in jih resuspendirali s 
pipetiranjem. 
- Celice smo inkubirali v vodni kopeli pri 30 °C za 2 h. 
- Centrifugirali pri 2.400 g in sobni temperaturi za 1 min. 
- Celice smo sprali z vodo in ponovno cetrifugirali. 
- Posedle celice smo resuspendirali v 50 µl sterilne destilirane vode. 
- Respuspendirane celice smo razmazali na selekcijsko gojišče (specifično gojišče 
pripisano pri opisu specifične transformacije). 
- Inkubirali pri 30 °C za 3 dni. 
3.2.10 Izbira tarčne gRNA 
Pri snovanju tarčnega zaporedja gRNA smo si pomagali z uporabo programskega orodja 
Benchling (Benchling, 2019), ki v želenem zaporedju (v našem primeru zapis za KanMX) 
poišče vsa zaporedja PAM. Orodje Benchling lahko tudi ovrednoti vpliv tarčnega zaporedja 
na uspešnost in specifičnost delovanja sistema CRISPR/Cas9 (Doench in sod. 2016.). Izmed 
potencialnih tarčnih zaporedij gRNA, ki se nahajajo v bližini zaporedja PAM, smo izbrali 
tisto, za katero je Benchling podal najvišjo oceno za uspešno delovanje znotraj tarče in 
najmanjšo verjetnost za delovanje sistema CRISPR/Cas9 izven tarčnega zaporedja. 
3.2.11 Sestavljanje plazmida po Gibsonu 
Za sestavljanje plazmida po Gibsonu je v primeru, ko plazmid sestavljamo iz dveh ali treh 
fragmentov, priporočena uporaba DNA v skupni množini 0,02-0,5 pmol DNA. V kolikor je 
manjši fragment daljši od 200 bp (kot je bilo v našem primeru) se priporoča, da je množina 
manjšega fragmenta 2 do 3-krat večja od množine večjega fragmenta (DNA modifying 
enzymes). 
 
Da bi dosegli pravo razmerje fragmentov, ki smo jih združevali, smo najprej izračunali 
molsko koncentracijo obeh fragmentov. Ker smo na NanoDrop™ predhodno izmerili 
koncentracijo fragmentov, poznana pa nam je bila tudi njuna dolžina, smo lahko s pomočjo 
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programskega orodja NEBioCalculator™ (NEBioCalculator, 2019) izračunali tudi množino 
obeh fragmentov v 1 µl vsakega vzorca. Ker je bila molarna koncentracija manjšega 
fragmenta (ki smo ga poimenovali »insert«) približno 3-krat večja od molske koncetracije 
večjega fragmenta (ki smo ga poimenovali »backbone«), smo za pripravo raztopine 
fragmentov DNA, ki smo jo uporabili za sestavljanje po Gibosnu, lahko uporabili enak 
volumen obeh fragmentov. 
Za pripravo 5 µl raztopine fragmentov DNA smo odpipetirali: 
- 2 µl fragmenta »insert« (koncentracija 23,78 ng/µl, molarna koncentracija 0,01638 
pmol/µl), 
- 2 µl fragmenta »backbone« (koncentracija 12,99 ng/µl, molarna koncentracija 
0,005233 pmol/µl), 
- 1 µ MQ. 
Za izvedbo Gibsonove reakcije smo 5 µl raztopine DNA fragmentov odpipetirali k 15 µl 
predpripravljene izotermalne reakcijske mešanice. To reakcijsko mešanico smo nato 
inkubirali v vodni kopeli pri 50 °C za 60 min. 
3.2.10.3 Restrikcijska cepitev plazmida 
Za restrikcijsko cepitev smo uporabili restrikcijski encim BglI, restrikcijsko cepitev pa smo 
izvedli po sledečem protokolu: 
Za pripravo mešanice za restrikcijsko cepitev smo odpipetirali: 
- 7,5 µl MQ, 
- 1 µl plazmidne DNA, 
- 1 µl pufra z zelenim barvilom, 
- 0,5 µl encima BglI. 
 
Mešanico smo na hitro centrifugirali (ang. short spin) in jo v vodni kopeli inkubirali za 10 
min pri 37 °C. 
3.2.12 Sekveniranje 
3.2.12.1 Sekveniranje plazmida p426_gibson 
Mešanico za sekveniranje smo pripravili po sledečem postopku: 
- Plazmid  smo zredčili do 80-100 ng/µl. 
- V mikrocentrifugirko za sekveniranje smo odpipetirali 5 µl zredčenega plazmida. 
- Odpipetirali 5 µl oligonukleotidnih začetnikov T7, redčenih do koncentracije 5 
pmol/µl. 
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3.2.12.2 Sekveniranje plazmidov pJET_ATG in pJET_ATG/2 
Mešanico za sekveniranje smo pripravili po sledečem protokolu 
- Plazmid smo zredčili do 80-100 ng/µl. 
- V mikrocentrifugirko za sekveniranje smo odpipetirali 5 µl zredčenega plazmida.  
- Odpipetirali 5 µl oligonukleotidnih začetnikov pJET_seq_F, redčenih do 
koncentracije 5 pmol/µl. 
- Odpipetirali 5 µl oligonukleotidnih začetnikov pJET_seq_R, redčenih do 
koncentracije 5 pmol/µl. 
3.2.13 Izolacija genomske DNA 
Izolacijo genomske DNA smo izvedli po sledečem protokolu: 
- Pripravili smo 4 ml raztopine 200 mM litijevega acetata in 1 %-nega natrijevega 
dodecil sulfata (NaDS), tako da smo zamešali 0,8 ml 1 M litijevega acetata, 0,4 ml 
10 %-nega NaDS in 2,8 ml MQ. 
- Po 100 µl raztopine alikvotirali v mikrocentrifugirke. 
- S sterilnim zobotrebcem smo dodali kolonijo testiranega seva. 
- Inkubirali 10 min v vodni kopeli pri 70 °C. 
- Dodali 300 µl 96 %-nega etanola in raztopino premešali na vibracijskem mešalu. 
- Centrifugirali 3 min pri 14.000 g. 
- Odlili smo supernatant in dodali 500 µl 70 %-nega etanola in raztopino premešali na 
vibracijskem mešalu. 
- Centrifugirali 3 min pri 14.000 g. 
- Odlili smo etanol in na pesku pri 37 °C izsušili preostanek etanola. 
- Oborino smo raztopili v 15 µl MQ z mešanjem na vibracijskem mešalu. 
- Centrifugirali 15 s pri 12.000 g. 
3.2.14 Ligacija fragmenta DNA v plazmid pJET 
Za pripravo ligacijske reakcijske mešanice smo odpipetirali sledeče reagente: 
- 0,5 µl lineariziranega plazmida pJET, 
- 0,5 µl ligaze T4, 
- 7 µl fragmenta DNA, 
- 2 µl ligacijskega pufra. 
 
Ligacijsko mešanico smo v vodni kopeli inkubirali 20 min pri 22 °C. 
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3.2.15 Odstranjevanje transformiranih plazmidov iz kvasovke 
Da bi dosegli izgubo plazmidov, smo testirani sev 3 dni gojili v tekočem gojišču YPD.  
 
- V 75 ml tekočega gojišča YPD smo s sterilno zanko precepili kolonijo testiranega 
seva. 
- Kulturo inkubirali 3 dni pri 30 °C in 180 rpm. 
- Po inkubaciji smo pomerili OD600 40-kratne redčitve kulture. 
- Pripravil redčitveno vrsto iz 40-kratne redčitve kulture. 
- Na ploščo YPD precepili 100 µl kulture, redčene za faktor 104. 
- Plošče inkubiral 2 dni pri 30 °C. 
 
Dva dni inkubirane plošče z izraslimi kolonijami smo odtisnili preko sterilnega žameta na 
ustrezno selekcijsko gojišče. Odtis preko sterilnega žameta smo izvedli tako, da smo sterilni 
žamet aseptično pritrdili na stojalo. Na žamet smo nežno odtisnili ploščo YPD z izraslimi 
kolonijami. Na žamet z odtisnjenimi kolonijami smo nato odtisnili selekcijske plošče. 
Odtisnjene selekcijske plošče smo 2 dni inkubirali pri 30 °C. Po inkubaciji smo preverili 
uspešnost rasti kolonij.  
3.2.16 Priprava trajne kulture kvasovke 
Kolonijo smo precepili v tekoče gojišče YPD in jo inkubirali preko noči pri 30 °C. V 
kriovialo smo odpipetirali 500 µl prekonočne kulture in 500 µl gojišča YPD, ki je vsebovalo 
30 % glicerola. Vzorec smo zamrznili s potopitvijo v tekoči dušik, kar prepreči nastanek 
kristalov ob zamrzovanju, nato pa ga shranili na – 80 °C. 
3.2.17 Fenotipski testi 
3.2.17.1 Testiranje izgube viabilnosti ob odsotnosti dušika s testiranjem sposobnosti 
tvorjenja kolonij 
Fenotip izgube viabilnosti ob odsotnosti dušika smo preverjali s sposobnosto tvorjenja 
kolonij (ang. colony forming ability ali CFA) sevov atg16∆ in WT, ki sta rasla v bogatem 
gojišču ali v gojišču brez dušika. Osnovni princip metode je, da enako količino obeh sevov 
precepimo v  bogato gojišče in v gojišče brez dušika. Po daljši inkubaciji oba seva iz obeh 
gojišč precepimo vsakega na svojo ploščo in preštejemo izrasle kolonije.  
 
Testirane seve smo preko noči gojili v tekočem gojišču YPD (natančni volumni so dostopni 
v prilogi) na temperaturi 30 °C ob stresanju pri 180 rpm. Prihodnji dan smo na 
spektrofotometru izmerili OD600 obeh prekonočnih kultur, nato pa smo v mikrocentrifugirki 
z redčenjem z destilirano vodo izenačili OD600 obeh kultur. Po 2 ml obeh kultur z izenačenim 
OD600 smo sprali z vodo, resuspendirali v gojišču YPD (ang. yeast extract-peptone-dextrose) 
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ali SD(-N) (ang. synthetic defined, brez dušika) in precepili v gojišči YPD in SD(-N). Za 
kontrolo smo iz prekonočnih kultur z izenačenim OD600 pripravili redčitveno vrsto s štirimi 
redčitvami, pri čemer je bil faktor redčitve 10 in po 100 µl vsake kulture s spatulo drigalski 
razmazali na plošče YPD. Za razmaz na plošče smo uporabili kulturo redčeno za faktor 104. 
S hemocitometrom smo prešteli tudi število celic v 10 µl vsake kulture z izenačenim OD600, 
redčene za  faktor  103. Gojišča, v katera smo precepili kulturi z izenačenim OD600, smo 
inkubirali pet dni na temperaturi 30 °C ob stresanju pri 180 rpm. Po treh in petih dneh smo 
pomerili OD600 obeh kultur in jim v mikrocentrifugirki z redčenjem z destilirano vodo 
izenačili OD600. Iz kultur z izenačenim OD600 smo pripravili redčitveno vrsto s štirimi 
redčitvami, pri čemer je bil faktor redčitve 10 in po 100 µl vsake kulture s spatulo drigalski 
razmazali na plošče YPD. Vse plošče smo na 30 °C inkubirali dva dni oziroma do točke, ko 
so bile izrasle kolonije dobro vidne in števne. Ko so kolonije izrasle, smo jih na vsaki plošči 
prešteli. 
 
Skupno smo izvedli 9 ponovitev poskusa, in sicer tri samostojne biološke ponovitve in dva 
poskusa, ki sta zajemala vsak tri biološke ponovitve. 
3.2.17.2 Testiranje odpornosti proti povišani koncentraciji cinka 
Testirane seve smo preko noči gojili v tekočem gojišču YPD. Po prekonočni inkubaciji smo 
na spektrofotometru izmerili OD600 prekonočnih kultur, nato pa smo v mikrocentrifugirki z 
redčenjem z destilirano vodo izenačili OD600 kultur. Iz kultur z izenačenim OD600 smo 
pripravili redčitveno vrsto s štirimi redčitvami, pri čemer je bil faktor redčitve 10. Po 10 µl 
vsake izmed redčitev vseh testiranih sevov smo nanesli na plošče SD z različnimi 
koncentracijami ZnSO4 in plošče inkubirali na 30 °C 4 dni. Koncetracije cinka v ploščah so 
bile 13 mM, 15 mM in 20 mM. 
3.2.17.3 Testiranje zavrte rasti ob povišani koncentraciji kalcija 
Testirane seve smo preko noči gojili v tekočem gojišču YPD. Po prekonočni inkubaciji smo 
na spektrofotometru izmerili OD600 prekonočnih kultur, nato pa smo v mikrocentrifugirki z 
redčenjem z destilirano vodo izenačili OD600 kultur. Iz kultur z izenačenim OD600 smo 
pripravili redčitveno vrsto s štirimi redčitvami, pri čemer je bil faktor redčitve 10. Po 10 µl 
vsake izmed redčitev vseh testiranih sevov smo nanesli na plošče YPD z različnimi 
koncentracijami CaCl2 in plošče inkubirali na 30 °C 4 dni. Koncetracije kalcija v ploščah so 
bile 0,4 M, 0,45 M, 0,5 M in 0,6 M. 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
4.1 HUMANIZACIJA DELECIJSKEGA SEVA KVASOVKE atg16Δ 
 
V naši raziskavi smo z integracijo humanega gena ATG16L1 v kromosom delecijskega seva 
kvasovke atg16Δ želeli preveriti, ali je humani gen ATG16L1 sposoben nadomestiti funkcijo 
kvasovkinega ortologa ATG16. Koncept naše raziskave je predvideval, da v kromosomu 
delecijskega seva kvasovke z metodo CRISPR/Cas9 izvedemo dvojni prelom kromosoma, 
na to mesto pa se nato s homologno rekombinacijo vgradi humani gen. Sposobnost 
komplementacije kvasovkinega gena s strani humanega ortologa preverimo s fenotipskimi 
testi.  
 
Za uspešno izvedbo humanizacije smo morali najprej pridobiti tri ključne komponente: 
- pomnožek humanega gena ATG16L1 z dodanima končnima regijama, 
- plazmid z zapisom za Cas9, 
- plazmid z zapisom za ustrezno gRNA. 
 
Pomnožek humanega gena z dodanima končnima regijama smo pridobili z zasnovo ustreznih 
oligonukleotidnih začetnikov, ki smo jih uporabili v PCR skupaj z matrico, ki nosi zapis za 
gen ATG16L1. Že pripravljen plazmid z zapisom za Cas9 smo pridobili v obliki plazmida 
p414, ki je bil transformiran v bakterijo E. coli DH5α, tako da je bila za nadaljnjo uporabo 
potrebna samo izolacija plazmida iz bakterije. Plazmid z zapisom za ustrezno gRNA smo 
pridobili tako, da smo plazmid p426 najprej pomnožili v obliki dveh fragmentov, v procesu 
pomnoževanja fragmentov pa smo z uporabo ustreznih oligonkleotidnih začetnikov v zapis 
za gRNA vnesli želene spremembe. Fragmente smo nato ponovno združili v plazmid z 
metodo sestavljanja po Gibsonu.  
 
Oba plazmida in humani gen smo nato transformirali v delecijski sev atg16Δ in z različnimi 
metodami ugotavljali uspešnost delovanja sistema CRISPR/Cas9, uspešnost homologne 
rekombinacije in sposobnost komplementacije kvasovkinega gena s strani humanega 
ortologa. 
4.1.1 Izolacija plazmidov pDONR223_ATG16L1_WT, p414 in p426 
Plazmide pDONR223_ATG16L1_WT, p414 in p426 smo pridobili transformirane v celicah 
E. coli. Selekcijski označevalec plazmida pDONR223_ATG16L1_WT je gen za odpornost 
proti spektinomicinu, selekcijski označevalec plazmidov p414 in p426 pa je gen za 
odpornost proti ampicilinu. Transformirane bakterije s posameznim od zgoraj navedenih 
plazmidov smo zato preko noči gojili v gojišču LB z ustreznim antibiotikom in nato izvedli 
izolacijo plazmidov po protokolu Thermo Scientific™ GeneJET Plasmid Miniprep Kit. 
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Uspešnost izolacije smo preverili na elektroforezi z uporabo 0,8 %-nega agaroznega gela, 
elektroforezo pa smo pognali pri 120 V.  
 
Plazmidi se lahko nahajajo v dodatno zviti (ang. supercoiled), krožni ali linearni obliki. 
Različne oblike plazmidov na elektroforeznem gelu potujejo z različno hitrostjo, na kar 
moramo biti pozorni pri določanju velikosti plazmida. Plazmid po gelu najhitreje potuje v 
dodatno zviti obliki, počasneje v linearni in najpočasneje v krožni obliki (Lee in sod. 2012). 
Ker standard, ki ga uporabljamo za primerjavo velikosti fragmentov, vsebuje linearne 
fragmente DNA, je za določanje velikosti plazmida potrebno standard primerjati z linearno 
obliko plazmida. Če pri analizi velikosti plazmida na elektroforeznem gelu opazimo tri lise, 
lahko sklepamo, da se plazmid v vzorcu nahaja v vseh treh oblikah. Ker je linearna oblika 
po hitrosti potovanja po gelu druga, moramo za določanje velikosti plazmida drugo liso na 
gelu primerjati s standardom. 
Standarda, ki smo ju uporabljali za določanje velikosti fragmentov na elektroforeznem gelu, 
sta bila lambda Pst in 1000 bp lestvica. V kolikor smo na gel nanesli lambda Pst, je ta pod 
sliko gela označena z ''λ''. V primeru uporabe 1000 bp lestvice, je ta pod sliko označena z 
''bp''. Kontrole na slikah elektroforeznih gelov so označene s ''K''. V kolikor je na gelu več 
kontrol za različne vzorce, je v oklepaju poleg ''K'' pripisano tudi, za kontrolo katerega 
vzorca gre. 
Pričakovana velikost izoliranih plazmidov je bila: pDONR223_ATG16L1_WT – 4362 bp, 
p414 – 9741 bp, p426 – 6358 bp. Več lis v vsaki koloni nakazuje na prisotnost plazmidov v 
več različnih oblikah (Slika 8). Ker niso jasno razvidne tri lise, na osnovi katerih bi lahko 
določili linearno obliko plazmida, nam to predstavlja dodatno težavo za določanje velikosti.  
Kljub temu lahko na osnovi znanih razlik v velikosti plazmidov, ki se ujemajo z razliko v 
dolžini potovanja po gelu sklepamo, da gre za ustrezne plazmide in da je bila izolacija 
plazmidov uspešna. 
 
 
 
Slika 8: Ločba izoliranih plazmidov pDONR223_ATG16L1_WT, p414 in p426 na 0,8 %-nem agaroznem gelu. 
Pričakovana velikost plazmidov je bila: pDONR223_ATG16L1_WT – 4362 bp, p414 – 9741 bp, p426 – 6358 
bp. 
     λ             pDONR     p414  p426 
11501 bp 
5077/4749 bp 
2838 bp 
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4.1.2 Pomnoževanje gena ATG16L1 s plazmida pDONR223_ATG16L1_WT 
Da se bi gen ATG16L1 lahko po izvedbi dvojnega preloma kromosoma uspešno integriral v 
genom kvasovke s homologno rekombinacijo, smo morali genu ATG16L1 med 
pomnoževanjem s PCR dodati dve končni regiji (Slika 9).  Zaporedje teh regij je bilo 
identično regiji na kromosomu pred in za kanamicinsko kaseto, s katero je v primeru seva 
atg16Δ izbit gen ATG16. Za matrico za pomnoževanje ATG16L1 smo uporabili plazmid 
pDONR223_ATG16L1_WT. Za pomnoževanje smo uporabili smerni začetnik ATG_chr_F 
in protismerni začetnik ATG_chr_R, oba dolžine 80 bp. Prvih 50 bp na 5' strani smernega 
začetnika ATG_chr_F ne nalega na plazmid pDONR223_ATG16L1_WT in je identičnih 50 
bp navzgor od zapisa za kaseto KanMX na kromosomu atg16Δ. Preostalih 30 bp nalega na 
plazmid v območju zapisa za ATG16L1. V primeru protismernega začetnika ATG_chr_R 
prvih 53 bp na 5' strani začetnika ne nalega na plazmid. Od tega 50 bp predstavlja regijo, ki 
je identična 50 bp navzdol od zapisa za kaseto KanMX na kromosomu atg16Δ, temu pa sledi 
3 bp dolg zapis za stop kodon. Na takšen način v pomnoženi gen ATG16L1 vnesemo tudi 
stop kodon, saj ga zapis za ATG16L1 na plazmidu pDONR223_ATG16L1_WT ne vsebuje. 
Preostalih 27 nukleotidov začetnika ATG_chr_R nalega na plazmid v območju zapisa za 
ATG16L1. Za negativno kontrolo smo uporabili reakcijsko mešanico, ki smo ji dodali oba 
oligonukleotidna začetnika in polimerazo Q5 hotstart, nismo pa ji dodali plazmida. 
Uspešnost PCR smo preverili na elektroforezi z uporabo 0,8 %-nega agaroznega gela, 
elektroforezo pa smo poganjali pri 120 V. Pričakovana velikost pomnožka je bila 1672 bp, 
saj je velikost gena ATG16L1 na plazmidu pDONR223_ATG16L1_WT 1569 bp, genu pa 
smo med pomnoževanjem dodali tudi dve 50 bp dolgi končni regiji in stop kodon. Velikost 
fragmenta ATG16L1 je ustrezala pričakovani velikosti, kar je potrdilo uspešnost PCR (Slika 
10). Prisotnost plazmida pDONR223_ATG16L1_WT v PCR vzorcu nam je preprečevala, 
da bi PCR vzorec s pomnoženim genom ATG16L1 uporabili za transformacijo v sev atg16Δ. 
Da bi iz vzorca odstranili plazmid, smo ponovno izvedli elektroforezo  pri enakih pogojih, 
le da smo v temu primeru v jamice nanesli po 22,5 µl PCR vzorca. Po izvedbi elektroforeze 
smo fragment ATG16L1 iz gela očistili po protokolu Thermo Scientific™ GeneJET Gel 
Extraction Kit in koncentracijo očiščenega fragmenta pomerili na NanoDrop™. 
 
 
Slika 9: Shematski prikaz pomnoževanja gena ATG16L1 s plazmida pDONR223_ATG16L1_WT. Črno rdeča 
črta predstavlja plazmid pDONR223_ATG16L1_WT, pri čemer rdeči odsek predstavlja zapis za ATG16L1. V 
zeleno rdečem sta označena oligonukleotidna začetnika, pri čemer rdeče obarvan del predstavlja del 
začetnikov, ki nalega na plazmid, v zelenem pa sta označeni končni regiji. 
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Slika 10: Ločba pomnoženega gena ATG16L1 z dodanima končnima regijama na 0,8 %-nem agaroznem gelu. 
Pričakovana velikost pomnožka (na sliki označen z ATG) je bila 1672 bp. 
4.1.3 Priprava plazmida p426 s sestavljanjem po Gibsonu 
Za uspešno delovanje sistema CRISPR/Cas9 smo morali zagotoviti heterologno izražanje 
Cas9 in ustrezne gRNA v tarčnem organizmu. To smo dosegli tako, da smo v delecijski sev 
atg16Δ transformirali plazmid p414 z zapisom za Cas9 in plazmid p426 z zapisom za gRNA. 
Za izdelavo plazmida z zapisom za ustrezno gRNA smo morali pomnožiti plazmid p426, ki 
nosi zapis za strukturni del gRNA, regijo, ki nosi zapis za tarčno zaporedje gRNA, pa pri 
plazmidu sestavljajo degenerirani nukleotidi. Degenerirani nukleotidi imajo dušikovo bazo 
nadomeščeno z analogom dušikove baze, ki lahko neselektivno tvori bazne pare z vsemi 
ostalimi dušikovimi bazami (Abraham in sod., 2007). Degeneriranost te regije je pomembna 
za zasnovo oligonukleotidnih začetnikov, ki jih uporabljamo za pomnoževanje plazmida, saj 
jih lahko zasnujemo tako, da deloma nalegajo v degeneriranem območju. To nam omogoči, 
da za del začetnika, ki nalega v degeneriranem območju, zasnujemo poljubno zaporedje. 
Posledično bo pomnoženi plazmid kopija matrice, s to razliko, da bo degenerirana regija, ki 
predstavlja zapis za tarčno zaporedje gRNA, nadomeščena s poljubnim zaporedjem. V 
našem primeru smo plazmid pomnožili s PCR v obliki dveh fragmentov, ki smo jih nato 
združili z metodo sestavljanja po Gibsonu. Krajši fragment smo poimenovali »insert«, daljši 
pa »backbone«. Kot že predhodno opisano, lahko z metodo sestavljanja po Gibsonu 
sestavljamo DNA fragmente s prekrivajočimi regijami. Oligonukleotidne začetnike smo zato 
zasnovali tako, da sta imela nastala fragmenta prekrivajoči regiji na obeh koncih, kar 
omogoči cirkularizacijo fragmentov v plazmid. Zasnovana gRNA na kaseto KanMX nalega 
od 737 bp do 756 bp, tarčno zaporedje gRNA pa je sledeče: 
 
gRNA tarčno zaporedje: 5'-UGUUUUGCCGGGGAUCGCAG-3' 
 
Ker se gRNA poveže s komplementarno tarčo, je bilo zaporedje na kaseti KanMX, na 
katerega se gRNA veže, komplementarno tarčnemu zaporedju gRNA. 
     λ                 ATG   K 
 
1700 bp 
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4.1.3.1 Pomnoževanje fragmentov »backbone« in »insert« 
Za pomnoževanja fragmenta »backbone« smo uporabili oligonukleotidna začetnika 
p426_bb_F in p426_bb_R, za pomnoževanje fragmenta »insert« pa smo uporabili 
oligonukleotidna začetnik p426_ins_F in p426_ins_R. 
40 nt dolga začetnika p426_bb_R in p426_ins_F sta reverzno komplementarna in z obratno 
orientacijo nalegata na isto regijo plazmida (Sliki 13 in 14). Uporaba teh dveh začetnikov za 
pomnoževanje fragmentov »backbone« in »insert« je neodvisna od tarčnega zaporedja 
gRNA, ki ga želimo vnesti v plazmid, zato začetnikov ni bilo potrebno zasnovati na novo. 
Za razliko pa smerni začetnik p426_bb_F in protismerni začetnik p426_ins_R nalegata v 
degeneriranem območju plazmida p426, ki hkrati predstavlja zapis za tarčno zaporedje 
gRNA (Sliki 11 in 12). Ta dva začetnika smo zato zasnovali tako, da je del začetnika, ki 
nalega v degeneriranem območju, vseboval zapis za želeno tarčno zaporedje gRNA.  
 
Za pomnoževanje 4017 bp dolgega fragmenta »backbone« smo uporabili 52 nt dolg smerni 
začetnik p426_bb_F. Prvih 20 nt na 5' strani začetnika p426_bb_F je vsebovalo zapis za 
tarčno zaporedje gRNA in je nalegalo na degenerirano regijo plazmida, preostalih 32 nt pa 
je na plazmidu nalegalo v območju zapisa za strukturni del gRNA.  
 
Za pomnoževanje 2433 bp dolgega fragmenta »insert« smo uporabili 84 nt dolg protismerni 
začetnik p426_ins_R. Prvih 32 nt na 5' strani začetnika nalega na plazmid v območju zapisa 
za strukturni del gRNA, naslednjih 20 nt vsebuje zapis za tarčno zaporedje gRNA in nalega 
na degenerirano regijo plazmida, nadaljnjih 32 nt pa ponovno nalega na plazmid. Prvih 52 
nt začetnika p426_ins_R nalega z obratno orientacijo na isto regijo plazmida kot začetnik 
p426_bb_F. 
 
Za negativno kontrolo smo uporabili reakcijsko mešanico, ki smo ji dodali smerne in 
protismerne oligonukleotidne začetnike (p426_bb za kontrolo ene reakcije, in p426_ins za 
kontrolo druge) in polimerazo Q5 hotstart, nismo pa ji dodali plazmida. Uspešnost PCR smo 
preverili na elektroforezi z uporabo 0,8 %-nega agaroznega gela, elektroforezo pa smo 
poganjali pri 120 V. 
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Slika 11: Shematski prikaz odseka plazmidne mape plazmida p426 v območju zapisa za gRNA. V oranžnem 
polju je označena prekrivajoča regija oligonukleotidnih začetnikov p426_bb_F in p426_ins_R. Zelena puščica 
prikazuje protismerni oligonukleotidni začetnik p426_ins_R, oranžna puščica prikazuje smerni 
oligonukleotidni začetnik p426_bb_F. Rumeno označena puščica predstavlja celotno zaporedje gRNA, 
vijolično rdeča puščica pa ponazarja, kakšen delež zaporedja gRNA predstavlja tarčno zaporedje (označeno v 
vijoličnem) in kakšen delež zaporedja predstavlja strukturna komponenta gRNA (označeno v rdečem). 
Dejanski zapis za tarčno gRNA na plazmidu p426, ki smo ga uporabili za matrico, je 20 degeneriranih 
nukletidov, vendar smo zaradi preglednosti namesto degeneriranih nukleotidov vstavili našo tarčno zaporedje. 
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Slika 12: Plazmidna mapa plazmida p426. Na mapi je označena prekrivajoča regija oligonukleotidnih 
začetnikov p426_bb_F in p426_ins_R. 
 
Slika 13: Shematski prikaz odseka plazmidne mape plazmida p426 v območju prekrivanja oligonukleotidnih 
začetnikov p426_bb_R in p426_ins_F. V oranžnem polju je označena prekrivajoča regija, zelena puščica 
prikazuje smerni oligonukleotidni začetnik p426_ins_F, oranžna puščica pa prikazuje protismerni 
oligonukleotidni začetnik p426_bb_R. 
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Slika 14: Plazmidna mapa plazmida p426. Na mapi je označena druga prekrivajoča regija oligonukleotidnih 
začetnikov p426_bb_R in p426_ins_F. 
 
Pričakovana velikost fragmentov je bila 4017 bp za fragment »backbone« in 2433 bp za 
fragment  »insert«. Velikost fragmentov je ustrezala pričakovani velikosti, kar je potrdilo 
uspešnost PCR (Slika 15). Na naše presenečenje smo lahko pomnožek opazili tudi pri 
kontrolni reakciji za pomnoževanje fragmenta »insert«. Ker velikost pomnožka pri kontrolni 
reakciji ustreza velikosti fragmenta »insert«, sklepamo, da smo kontrolni vzorec pomotoma 
kontaminirali z manjšo količino plazmida p426. Iz PCR vzorcev smo nato želeli odstraniti 
plazmid p426, ki je služil kot matrica za pomnoževanje, zato smo ponovno izvedli 
elektroforezo pri 120 V z uporabo 0,8 %-nega agaroznega gela, le da smo v tem primeru v 
jamice nanesli po 25 µl PCR vzorcev. Po izvedbi elektroforeze smo fragmenta »backbone« 
in »insert« iz gela očistili po protokolu Thermo Scientific™ GeneJET Gel Extraction Kit in 
koncentracijo očiščenih fragmentov pomerili na NanoDrop™. 
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Slika 15: Ločba pomnožkov fragmentov »backbone« in »insert« na 0,8 %-nem agaroznem gelu. Pričakovana 
velikost fragmentov je bila 4017 bp za fragment »backbone« (na sliki označen z BB) in 2433 bp za fragment  
»insert« (na sliki označen z INS). 
Očiščena fragmenta »backbone« in »insert« smo po protokolu za sestavljanje plazmida po 
Gibsonu združili v plazmid, ki smo ga poimenovali p426_gibson (Slika 16). Uspešnost 
sestavljanja plazmida po Gibsonu smo preverili na elektroforezi z uporabo 0,8 %-nega 
agaroznega gela, elektroforezo pa smo poganjali pri 120 V. Plazmid p426_gibson smo nato 
po protokolu za transformacijo v bakterijo E. coli transformirali v E. coli DH5α in 
transformante razmazali na plošče LB+Amp. 
 
 
               
 
Slika 16: Shematski prikaz sestavljanja plazmid p426 po Gibsonu. V zeleni barvi je prikazan fragment »insert«, 
v oranžni pa fragment »backbone«. Prva faza prikazuje dva pomnožka, ki smo jih dobili s pomnoževanjem 
p426 s PCR. Druga faza prikazuje nastanek lepljivih koncev pod vplivom delovanja eksonukleaze v Gibsonovi 
reakciji. Tretja faza prikazuje nastanek zaprtega plazmida pod vplivom delovanja polimeraze in ligaze v 
Gibsonovi reakciji.   
  
          λ              BB       INS  K(BB)               K (INS) 
 
 
1 
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11501 bp 
5077/4749 bp 
2838/1700 bp 
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Pričakovana velikost plazmida p426_gibson je bila 6358 bp. Ob nanosu plazmida na gel smo 
lahko v koloni opazili tri lise (Slika 17). Zadnji dve lisi sta po velikosti ustrezali velikosti 
fragmentov »backbone« in »insert«, zato smo sklepali, da gre za fragmente, ki se v 
Gibsonovi reakciji niso uspešno sestavili v plazmid. Prva lisa je ustrezala pričakovani 
velikosti plazmida, kar pa je bilo presenetljivo, saj je sestavljen plazmid v krožni obliki in bi 
zato moral potovati počasneje. 
 
  
 
Slika 17: Ločba plazmida p426_gibson na 0,8 %-nem agaroznem gelu. Pričakovana velikost plazmida 
p426_gibson je bila 6358 bp. Pričakovana velikost fragmentov, ki se niso sestavili v Gibsonovi reakciji, je bila 
4017 bp za fragment »backbone« in 2433 bp za fragment  »insert«. 
4.1.3.2 Restrikcijska cepitev plazmida p426_gibson 
Da bi preverili, ali se je plazmid p426_gibson sestavil s pravilno orientacijo, smo izvedli 
restrikcijsko cepitev plazmida in z elektroforezo preverili ustreznost velikosti fragmentov po 
restrikcijski cepitvi. Celice E. coli DH5α s tranformiranim plazmidom p426_gibson smo 
namnožili v tekočem gojišču LB+Amp. Po protokolu Thermo Scientific™ GeneJET Plasmid 
Miniprep Kit smo iz transformant izolirali plazmid in pomerili njegovo koncentracijo na 
NanoDrop™. Restrikcijsko cepitev smo izvedli po protokolu za restrikcijsko cepitev 
plazmida, za izvedbo elektroforeze pa smo uporabili 1 %-ni agarozni gel in napetost 120 V.  
Za restrikcijsko cepitev smo uporabili restrikcijski encim BglI, ki bi v primeru pravilno 
sestavljenega plazmid rezal na 2297 bp in 4539 bp. Ker je celotna velikost plazmida 6358 
bp, je bila pričakovana dolžina fragmentov 2242 bp in 4116 bp, kar smo z elektroforezo 
potrdili in s tem potrdili tudi ustrezno sestavljen plazmid (Slika 18). 
 
 
     λ    p426_gibson 
 
5077/4749 bp 
11501 bp 
2556/2443 bp 
2140 bp 
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Slika 18: Ločba rezanega in nerezanega plazmida p426_gibson na 1 %-nem agaroznem gelu. Rezan plazmid 
je na sliki označen s p426(R), nerezan pa s p426. Velikost plazmida p426 je 6358 bp, pričakovana velikost 
fragmentov po rezanju plazmida pa je bila 2297 bp in 4539 bp. 
Ker je bila velikost fragmentov po restrikcijski cepitvi plazmida p426_gibson ustrezna, smo 
plazmid poslali na sekveniranje. S tem smo izločili možnost napake pri prepisovanju, ki bi 
jo lahko med pomnoževanjem v PCR vnesla polimeraza in se prepričali, da p426_gibson 
resnično nosi pravilen zapis za tarčno gRNA.  
4.1.4 Transformacija gena ATG16L1 in plazmidov p414 in p426_gibson v delecijski 
sev atg16Δ 
Rezultati sekveniranja plazmida p426_gibson so potrdili, da plazmid nosi pravilen zapis za 
gRNA. Posledično smo lahko pričeli s transformacijo treh ključnih komponent - p414 z 
zapisom za Cas9, p426_gibson z zapisom za tarčno gRNA in ATG16L1 z dodanima 
končnima regijama - v delecijski sev atg16Δ. Da bi zvišali verjetnost za uspešnost 
transformacije, smo transformacijo izvedli v dveh korakih. 
4.1.4.1 Transformacija plazmida p414 
V prvem koraku smo v sev atg16Δ po protokolu za transformacijo kvasovk z litijevim 
acetatom transformirali plazmid p414. Priporočena masa plazmida, ki ga želimo 
transformirati, je 200 ng, zato smo transformacijski mešanici dodali 0,83 µl izoliranega 
plazmida p426_gibson, katerega koncentracija je bila 240 ng/µl. Selekcijski označevalec 
plazmida p414 je gen za odpornost proti antibiotiku nourseotricin, zato smo po končani 
transformaciji transformante precepili na selekcijske plošče YPD+Ntc. Ker so kolonije 
izrasle tudi v primeru negativne kontrole, smo posumili, da je prišlo do napake pri pripravi 
plošč in smo zato pripravili sveže plošče z antibiotikom. Na njih smo nato s plošč YPD+Ntc 
precepili kontrolni sev atg16Δ in transformante s p414, sev atg16Δ pa smo precepili tudi iz 
   p426           p426(R)      λ 
 
5077/4749 bp 
11501 bp 
2556/1986 bp 
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plošče YPD brez antibiotikov. Ker na ploščah ni rasel izključno sev atg16Δ, precepljen iz 
plošče YPD, sklepamo, da smo naredili napako pri pripravi transformacijske mešanice in 
tudi kontrolnemu vzorcu v transformacijsko mešanico dodali plazmid. 
4.1.4.2 Transformacija plazmida p426_gibson in lineariziranega fragmenta ATG16L1 
V drugem koraku smo v delecijski sev s transformiranim plazmidom p414 po protokolu za 
transformacijo kvasovk z litijevim acetatom sočasno transformirali plazmid p426_gibson in 
dvoverižni fragment ATG16L1 z dodanima končnima regijama. Prekonočno kulturo seva 
atg16Δ+p414 smo pripravili v 15 ml gojišča YPD+Ntc. Ker je bila koncentracija ATG16L1 
po predhodnem čiščenju iz gela prenizka za transformacijo, smo očiščen fragment pred 
transformacijo pomnožili s PCR z uporabo oligonukleotidnih začetnikov ATG_chr. Vzorec 
smo nato očistili po protokolu Thermo scientific™ GeneJET PCR Purification Kit. Po 
čiščenju je bila koncentracija gena ATG16L1 v vzorcu 21,32 ng/µl, zato smo vzorec 
skoncentrirali na vakuumskem koncentratorju. Koncentracija gena v vzorcu je bila po 
koncentriranju 321,5 ng/µl. Uspešnost PCR smo preverili na elektroforezi z uporabo 0,8 %-
nega agaroznega gela, elektroforezo pa smo poganjali pri 120 V. Pričakovana dolžina 
pomnožka je bila 1672 bp, kar smo z elektroforezo potrdili in s tem potrdili uspešnost PCR 
(Slika 19). Ker je priporočena masa za transformacijo linearne DNA med 3000 in 5000 ng, 
smo za transformacijo uporabili 15 µl skoncentriranega vzorca ATG16L1, ki je vseboval 
skupno 4822,5 ng DNA. Priporočena masa plazmida, ki ga želimo transformirati, je 200 ng, 
zato smo transformacijski mešanici dodali 0,65 µl izoliranega plazmida p426_gibson, 
katerega koncentracija je bila 321,5 ng/µl. Uspešnost transformacije smo preverili na 
selekcijskih ploščah SD-ura+Ntc. Sev atg16Δ je avksotrof za uracil in ne more rasti ob 
odsotnosti uracila v rastnem mediju, plazmid p414 pa nosi zapis za gen URA3, ki 
transformantam omogoči rast ob odsotnosti uracila. 
 
 
 
Slika 19: Ločba pomnožkov fragmenta ATG16L1 z dodanima končnima regijama na 0,8 %-nem agaroznem 
gelu. Pričakovana velikost fragmenta ATG16L1 (na sliki označen z ATG) je 1672 bp. 
       λ    K                            ATG 
 
1700 bp 
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4.1.5 Preverjanje uspešnosti integracije gena ATG16L1  s kolonijskim PCR z uporabo 
oligonukleotidnih začetnikov ATG_ctrl 
Uspešna rast transformant na selekcijskem gojišču SD-ura+Ntc nam je potrdila prisotnost 
plazmidov p414 in p426_gibson v transformiranem sevu atg16Δ (ta sev bomo od tu dalje 
imenovali atg16Δ[p414, p426]), ni pa nam potrdila uspešnosti delovanja sistema 
CRISPR/Cas9 ali uspešnosti integracije gena ATG16L1 v genom transformiranega seva. 
 
Da bi preverili uspešnost integracije gena ATG16L1 pri posameznih kolonijah, smo izvedli 
kolonijski PCR z uporabo oligonukleotidnih ATG_ctrl. 25 nt dolg smerni začetnik 
ATG_ctrl_F prične s 5' koncem na kromosom seva atg16Δ nalegati 120 bp navzgor od zapisa 
za kaseto KanMX, 30 bp dolg protismerni začetnik ATG_ctrl_R pa prične na kromosom s 
5' koncem nalegati 120 bp navzdol od zapisa za kaseto KanMX. 
 
Možnosti za potek dogodkov v sevu atg16Δ po transformaciji s plazmidoma p414 in 
p426_gibson ter lineariziranim fragmentom ATG16L1 je namreč več. V primeru 
neuspešnega delovanja sistema CRISPR/Cas9 bi tarčno zaporedje KanMX ostalo 
nepoškodovano.  Pričakovana velikost fragmentov ob pomnoževanju te regije z uporabo 
oligonukleotidnih začetnikov ATG_ctrl bi bila v temu primeru 1674 bp, saj je kaseta KanMX 
velika 1434 bp, začetniki ATG_ctrl pa nalegajo 120 bp navzgor in navzdol od kasete 
KanMX. V primeru, da je Cas9 uspešno izvedel dvojni prelom kromosoma znotraj kasete 
KanMX, lahko celica nastalo škodo popravi na dva načina. V kolikor bi popravljanje poteklo 
s homologno rekombinacijo, je najverjetneje, da bo zaradi končnih regij, ki jih celica 
prepozna kot homologni, kot matrica za popravljanje služil transformirani fragment 
ATG16L1 (Slika 20). V takšnem primeru se na mesto KanMX vgradi gen ATG16L1, zato bi 
bila ob pomnoževanju te regije z uporabo oligonukleotidnih začetnikov ATG_ctrl 
pričakovana velikost pomnožka 1812 bp (ATG16L1+240 bp). V kolikor je za popravljanje 
škode uporabljen NHEJ, lahko v procesu popravljanja nastanejo različno dolge delecije in 
insercije. V takšnem primeru ne moremo napovedati velikosti fragmentov, ki jih dobimo ob 
pomnoževanju te regije z uporabo oligonukleotidnih začetnikov ATG_ctrl. Pri sevu 
atg16Δ[p414, p426] samo na osnovi velikosti fragmentov, pomnoženih z uporabo 
oligonukleotidnih začetnikov ATG_ctrl, tudi ne moremo oceniti deleža uspešnosti delovanja 
CRISPR/Cas9. Kaseto KanMX, ki se je po izvedbi dvojnega preloma kromosoma popravila 
z NHEJ brez večjih delecij ali insercij, bi namreč lahko na osnovi velikosti zamenjali za 
intaktno kaseto KanMX. Kljub temu smo pričakovali, da bomo s tem testom lahko zaznali, 
v katerih primerih se je ATG16L1 uspešno integriral na mesto KanMX kasete. Velikostna 
razlika med pomnožki kasete KanMX in ATG16L1 je namreč 138 bp, zato smo pričakovali, 
da bo na osnovi velikosti pomnožkov preprosto določiti, pri katerih kolonijah je bila 
zamenjava genov uspešna, a temu ni bilo tako. Za velikostni standard smo iz delecijskega 
seva atg16Δ z uporabo začetnikov ATG_Ctrl pomnožili kaseto KanMX in pomnožek nanesli 
na gel. Na isti gel smo nanesli tudi pomnožke iz seva atg16Δ[p414, p426] in primerjali 
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velikosti fragmentov.  Z izjemo nekaterih pomnožkov, katerih velikosti občutno odstopa, so 
bili vsi pomnožki iz seva atg16Δ[p414, p426] po velikosti enaki (Slika 21). Na osnovi tega 
bi lahko sklepali, da integracija ATG16L1 na mesto KanMX ni bila uspešna v nobenem 
primeru. Pomnožki, ki občutno odstopajo v velikosti, bi lahko bili posledica popravljanja z 
NHEJ ali nespecifičnega pomnoževanja.  
 
V prvem kolonijskem PCR smo uporabili 10 kolonij seva atg16Δ[p414, p426], za negativno 
kontrolo pa smo uporabili samo reakcijsko mešanico brez matrice za pomnoževanje. 
Uspešnost PCR smo preverili na elektroforezi z uporabo 0,8 %-nega agaroznega gela, 
elektroforezo pa smo poganjali pri 120 V. 
 
Ker je bil prvi kolonijski PCR neuspešen (pri desetih testiranih kolonijah nismo dobili 
nobenega pomnožka) smo posumili, da bi eden izmed problemov lahko bila temperatura 
prileganja oligonukleotidnih začetnikov. V drugem poskusu smo zato za prileganje uporabili 
temperaturni gradient. Dodali smo tudi pozitivno kontrolo v obliki kolonij seva atg16Δ, tako 
da smo skupno izvedli 17 PCR reakcij. Uporabili smo 8 različnih kolonij seva atg16Δ[p414, 
p426], 8 različnih kolonij seva atg16Δ, za negativno kontrolo pa smo uporabili samo 
reakcijsko mešanico brez matrice za pomnoževanje. Uspešnost PCR smo preverili na 
elektroforezi z uporabo 0,8 %-nega agaroznega gela, elektroforezo pa smo poganjali pri 120 
V. Vzorce, pomnožene iz sevov atg16Δ in atg16Δ[p414, p426], smo najprej nanesli na dva 
ločena gela, nato pa smo po enakem postopku elektroforezo izvedli še enkrat, vendar smo v 
temu primeru na en gel nanesli vzorce obeh sevov, kar nam je omogočilo lažjo primerjavo 
velikosti fragmentov. 
 
Po enakem protokolu smo nato izvedli še en PCR, v katerem smo testirali dodatnih 12 
kolonij seva atg16Δ[p414, p426] in 6 kolonij seva atg16Δ.  
 
V vseh primerih smo za pomnoževanje uporabljali polimerazo Taq. 
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Slika 20: Shematski prikaz integracije humanega gena ATG16L1 v genom delecijskega seva atg16Δ. V prvi 
fazi se Cas9-gRNA kompleks veže na tarčno zaporedje znotraj kasete KanMX in izvede dvojni prelom 
kromosoma. V drugi fazi se aktivira popravljanje dvojnega preloma kromosoma s homologno rekombinacijo, 
kot matrica za popravljanje pa se zaradi končnih regij uporabi gen ATG16L1. V tretji fazi je homologna 
rekombinacija zaključena, gen ATG16L1 pa je integriran v genom na mestu kasete KanMX. 
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Slika 21: Ločba pomnožkov iz kolonijskega PCR na 0,8 %-nih agaroznih gelih. Za pomnoževanje smo 
uporabili oligonukleotidne začetnike ATG_ctrl, kot matrico pa smo uporabili sev atg16Δ[p414, p426] (na sliki 
označeno s [p]) ali sev atg16Δ (na sliki označeno z Δ). Prisotnost 1674 bp velika pomnožka naj bi potrdila, da 
v testirani koloniji kaseta KanMX ni bila onesposobljena s strani Cas9, 1812 bp velik pomnožek pa naj bi 
potrdil uspšeno integracijo gena ATG16L1.  
Ker sem nam je zdelo malo verjetno, da integracija ATG16L1 v genom delecijskega seva ne 
bi bila uspešno niti v enem primeru, smo v nadaljevanju preverili, ali lahko z opisano metodo 
ustrezno določamo uspešnost integracije gena ATG16L1. Izvedli smo kolonijski PCR z 
uporabo oligonukleotidnih začetnikov ATG_ctrl, s katerim smo pomnožili kaseto KanMX, 
humani gen ATG16L1 in kvasovkin gen ATG16. Za pomnoževanje gena ATG16L1 smo kot 
matrico uporabili kolonije humaniziranega seva (t.j. transformirani sev, pri katerem smo s 
kolonijskim PCR z uporabo začetnikov ATG_junction_F in ATG_ctrl_R predhodno potrdili 
integracijo ATG16L1 v genom; gl. spodaj). Za pomnoževanje kasete KanMX smo kot 
matrico uporabili kolonije seva atg16Δ, za pomnoževanje gena ATG16 pa smo kot matrico 
uporabili kolonije seva divjega tipa. Za negativno kontrolo smo uporabili reakcijsko 
mešanico brez dodane matrice za pomnoževanje. Po izvedbi kolonijskega PCR smo vse tri 
   Δ       [p]      Δ      [p]       Δ      λ        Δ            [p]           Δ             [p]           Δ            λ 
 
   K            [p]                 λ                 atg16Δ             λ       Δ         [p]          Δ     λ   
 
2140/ 
1700 bp 
2140/ 
1700 bp 
2140/ 
1700 bp 
1986/ 
1700 bp 
1986/ 
1700 bp 
 
Posinek M. Ugotavljanje morebitne patogenosti mutacij gena ATG16L1 z uporabo humanizirane kvasovke.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
59 
 
pomnožene fragmente nanesli na 0,8 %-ni agarozni gel, elektroforezo pa smo v temu primeru 
poganjali pri 80 V. Pomnožek ATG16 smo nanesli na gel, da bi preverili, če bi pri tretjem 
fragmentu znane velikosti opazili kakšna odstopanja pri odčitavanju velikosti. Pričakovana 
velikost pomnožka ATG16 je bila 661 bp (ATG16+240 bp).  
 
 
Slika 22: Ločba pomnožkov gena ATG16L1, gena ATG16 in kasete KanMX na 0,8 %-nem agaroznem gelu. 
1812 bp velik pomnožek gena ATG16L1 je na sliki označen s H, 661 bp velik pomnožek gena ATG16 je na 
sliki označeno z W, 1674 bp velik pomnožek kasete KanMX pa je na sliki označen z Δ. 
 
Rezultati so potrdili neustreznost metode, saj pomnožkov kasete KanMX in gena ATG16L1 
ni bilo mogoče razlikovati (Slika 22). Posledično na osnovi rezultatov kolonijskih PCR z 
uporabo oligonukleotidnih začetnikov ATG_ctrl ne moremo sklepati o uspešnosti integracije 
gena ATG16L1 v genom, niti ne moremo na njihovi osnovi napovedovati deleža uspešnosti 
delovanja sistema CRISPR/Cas9. 
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4.1.6 Preverjanje uspešnosti delovanja sistema CRISPR/Cas9 z gojenjem seva 
atg16Δ[p414, p426] na selekcijskem gojišču YPD+G418 
Ker na osnovi razlike v velikosti pomnožkov, ki smo jih pripravili s kolonijskim PCR, ni 
bilo mogoče preveriti uspešnosti integracije gena ATG16L1, smo kolonije seva 
atg16Δ[p414, p426], ki smo jih imeli namen v bodoče testirati s kolonijskim PCR, najprej 
precepili na plošče YPD z dodanim geneticinom. Geneticin, znan tudi pod imenom G418, je 
aminoglikozidni antibiotik, ki se pogosto uporablja za selekcioniranje po transformaciji pri 
različnih evkariontskih organizmih. Med organizmi, ki so občutljivi na geneticin, je tudi S. 
cerevisiae. Ker je pri sevu atg16Δ gen ATG16 nadomeščen s kaseto KanMX, ki omogoča 
odpornost proti G418, lahko atg16Δ uspešno raste na gojišču v prisotnosti G418 (Lang-
Hinrichs C. in sod. 1989).  Za kolonije seva atg16Δ[p414, p426], ki na gojišču YPD+G418 
niso sposobne rasti, lahko torej sklepamo, da je bila v njihovem primeru kaseta KanMX 
izbrisana zaradi uspešnega delovanja sistema CRISPR/Cas9 (tarčno zaporedje naše gRNA 
je bila kaseta KanMX). Z nezmožnostjo rasti kolonij na selekcijskem gojišču YPD+G418 
lahko torej potrdimo uspešno delovanje sistema CRISPR/Cas9 za posamezne kolonije seva 
atg16Δ[p414, p426] in s tem tudi določimo delež uspešnosti delovanja sistema 
CRISPR/Cas9. Za določanje deleža uspešnosti delovanja sistema CRISPR/Cas9 smo na 8 
plošč YPD+G418 razmazali skupno 35 kolonij seva atg16Δ[p414, p426], na vsako ploščo 
pa smo kot kontrolo dodali po eno kolonijo seva atg16Δ. 
 
Od 35 testiranih kolonij seva atg16Δ[p414, p426] ni bila nobena sposobna rasti na 
selekcijskem gojišču YPD+G418 (Slika 23). V naboru testiranih kolonij je torej sistem 
CRISPR/Cas9 deloval s 100 %-no učinkovitostjo. 
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Slika 23: Plošče YPD+G418 z razmazanimi kolonijami seva atg16Δ[p414, p426] in seva atg16Δ. Na vsako 
ploščo smo razmazali 7 kolonij seva atg16Δ[p414, p426] in 1 kolonijo seva atg16Δ. Rast kvasovk je pri vseh 
ploščah prisotna samo v predelih, v katerih smo razmazali kolonijo atg16Δ. 
4.1.7 Preverjanje uspešnosti integracije gena ATG16L1 s kolonijskim PCR z uporabo 
oligonukleotidnih začetnikov ATG_junction_F in ATG_ctrl_R 
Nezmožnost rasti kolonij seva atg16Δ[p414, p426] na gojišču YPD+G418 nam potrdi 
uspešno delovanje sistema CRISPR/Cas9, ne potrdi pa tudi uspešnosti integracije gena 
ATG16L1 v genom. Cas9 bi namreč lahko uspešno izvedel dvojni prelom verige DNA v 
kaseti KanMX, homologna rekombinacija in posledična integracija gena ATG16L1 v genom 
pa bi lahko bila kljub temu neuspešna. Kolonije, ki niso bile sposobne rasti na gojišču 
YPD+G418, smo zato uporabili v nadaljnjih kolonijskih PCR, vendar smo v temu primeru 
za pomnoževanje uporabili smerni oligonukleotidni začetnik ATG_junction_F, ki nalega 
znotraj humanega gena ATG16L1, za protismerni začetnik pa smo ponovno uporabili 
ATG_ctrl_R. 25 nt dolg začetnik ATG_junction_F prične s 5' koncem nalegati na 1156 bp 
gena ATG16L1. Dolžina regije na ATG16L1, ki se razteza od začetka prileganja začetnik 
ATG_junction_F in do konca gena, je 417 bp. Ker protismerni začetnik ATG_ctrl_R nalega 
120 bp navzdol od KanMX oziroma ATG16L1, smo v primeru uspešne integracije gena 
ATG16L1 pričakovali 537 bp dolg pomnožek.  
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Testirali smo 8 kolonij seva atg16Δ[p414, p426], 2 koloniji seva atg16Δ sta služili kot 
negativna kontrola, drugo negativno kontrolo pa je predstavljala reakcijska mešanica brez 
dodane kolonije. Uspešnost PCR smo preverili na elektroforezi z uporabo 1 %-nega 
agaroznega gela, elektroforezo pa smo poganjali pri 120 V. Na gel smo skupno nanesli 8 
PCR vzorcev, pri katerih smo za pomnoževanje uporabili kolonijo seva atg16Δ[p414, p426], 
prisotnost 537 bp velika pomnožka pa smo lahko opazili pri 7 vzorcih, kar pomeni 87,5 %-
no uspešnost zamenjave genov znotraj nabora 8 testiranih kolonij (Slika 24). 
 
 
Slika 24: Ločba pomnožkov kolonijskega PCR na 1 %-nem agaroznem gelu.  Za pomnoževanje smo uporabili 
oligonukleotidne začetnike ATG_junction_F in ATG_ctrl, kot matrico pa smo uporabili sev atg16Δ[p414, 
p426] (vzorci na sliki označeni s [p] )  ali sev atg16Δ (vzorci na sliki označen z Δ). Prisotnost 537 bp velikega 
pomnožka potrjuje uspešno integracijo gena ATG16L1 v testirani koloniji. 
 
V začetku izvajanja kolonijskih PCR nismo bili seznanjeni z dejstvom, da lahko vsebina 
liziranih celic v kolonijskem PCR inhibira polimerazo in posledično vpliva na uspešnost 
PCR. Po spoznanju tega dejstva smo želeli preveriti, ali bo delež uspešnih PCR, ki potrjujejo 
integracijo ATG16L1 v genom, ostal približno enak, če iz kolonij izoliramo genomsko DNA 
in jo namesto kolonij uporabimo kot matrico za pomnoževanje. Oligonukleotidna začetnika, 
ki smo ju uporabili za PCR, sta bila ponovno ATG_junction_F in ATG_ctrl_R. Za izolacijo 
genomske DNA smo uporabili 27 kolonij seva atg16Δ[p414, p426], ki smo jih predhodno 
testirali na ploščah YPD+G418 in 4 kolonije seva atg16Δ. Uspešnost PCR smo preverili na 
elektroforezi z uporabo 1 %-nega agaroznega gela, elektroforezo pa smo poganjali pri 120 
V. Prisotnost 537 bp velika pomnožka, smo lahko opazili pri 20 vzorcih, kar pomeni 74, 1 
%-no uspešnost zamenjave genov znotraj nabora 27 testiranih kolonij (Slika 25). 
 
  
      K Δ Δ            [p]                  bp 
600 bp 
500 bp 
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Slika 25: Ločba pomnožkov PCR, za katere smo uporabili izolirano genomsko DNA, na 1 %-nem agaroznem 
gelu. Za pomnoževanje smo uporabili oligonukleotidne začetnike ATG_junction_F in ATG_ctrl_R, kot 
matrico pa smo uporabili izolirano genomsko DNA sevov atg16Δ[p414, p426] (vzorci na sliki označeni s [p] 
) in atg16Δ (vzorci na sliki označeni z Δ). Prisotnost 537 bp velikega pomnožka potrjuje uspešno integracijo 
gena ATG16L1 v testirani koloniji. 
 
S testiranjem večjega števila kolonij smo lahko določili delež uspešnosti homologne 
rekombinacije, ki vodi v integracijo gena ATG16L1 v genom. Od skupno 35 kolonij seva 
atg16Δ[p414, p426], ki smo jih testirali s PCR z uporabo oligonukleotidnih začetnikov 
ATG_junction_F in ATG_ctrl_R, je bila uspešna integracija gena ATG16L1 potrjena pri 27 
kolonijah, kar pomeni 77.12 %-no uspešnost zamenjave genov. V kolikor bi bil delež 
uspešnih PCR (ki potrjujejo uspešno integracijo ATG16L1)  bistveno nižji, kadar bi v PCR  
namesto izolirano genomsko DNA uporabili kolonije, bi lahko posumili, da so bili nekateri 
kolonijski PCR neuspešni zaradi inhibicije polimeraze Taq in da rezultati ne odražajo 
dejanskega deleža uspešnosti zamenjave genov. Ker pa je bil v primeru uporabe kolonij 
delež uspešnih PCR celo višji od deleža, ki smo ga dobili, ko smo za PCR uporabili izolirano 
genomsko DNA, sklepamo, da inhibicija polimeraze Taq v kolonijskem PCR ni predstavljala 
težave in da so rezultati reprezentativni. 
4.1.8 Sekveniranje gena ATG16L1 izoliranega iz humaniziranega seva 
PCR z uporabo oligonukleotidnih začetnikov ATG_junction_F in ATG_ctrl_R je potrdil 
uspešno integracijo gena ATG16L1 v genom seva atg16Δ[p414, p426]. Sev atg16Δ[p414, 
p426], pri katerem smo potrdili integracijo gena ATG16L1 v genom, bomo od tu dalje 
imenovali humaniziran sev. Da bi preverili, če integrirani gen nosi pravilno zaporedje in 
izključili možnost napak med pomnoževanjem gena s PCR pred transformacijo v 
humanizirani sev, smo gen ATG16L1 s kolonijskim PCR pomnožili iz humaniziranega seva 
in ga poslali na sekveniranje. Za pomnoževanje smo uporabili oligonukleotidna začetnika 
ATG_ctrl, za matrico za pomnoževanje pa smo uporabili kolonijo humaniziranega seva. Po 
izvedbi PCR smo celoten PCR produkt nanesli na elektroforezni gel, nato pa fragment 
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ATG16L1 očistili iz gela po protokolu Thermo Scientific™ GeneJET Gel Extraction Kit. Na 
takšen način smo iz vzorca odstranili nečistoče, ki so zaradi lize celic v kolonijskem PCR 
prisotne v vzorcu. Za elektroforezo smo uporabili 1 %-ni agarozni gel, elektroforezo pa smo 
poganjali pri 70 V (Slika 26). Pričakovana velikost pomnožka je bila 1812 bp. 
 
 
 
 
Slika 26: Ločba pomnožka gena ATG16L1 na 1 %-nem agaroznem gelu. Pričakovana velikost fragmenta je 
bila 1812 bp. 
 
Očiščen fragment ATG16L1 smo pred sekveniranjem po protokolu za ligacijo plazmida 
ligirali v plazmid pJET. Lineariziran plazmid pJET je rezan med 371 bp in 372 bp, na to 
mesto pa se po ligaciji vstavi fragment, ki ga ligiramo.  
 
Po izvedbi ligacije smo ligiran plazmid (od tu dalje imenovan pJET_ATG) po protokolu za 
transformacijo v E. coli transformirali v celice E. coli DH5α. Uporabili smo 10 µl  inkubirane 
ligacijske reakcijske mešanice in 100 µl kompetentnih celic DH5α. Transformirane celice 
smo razmazali na plošče LB+Amp (selekcijski označevalec plazmida pJET je gen za 
odpornost proti ampicilinu). 
 
Celice DH5α s transformiranim plazmidom pJET_ATG smo gojili preko noči v 10 ml 
gojišča LB+Amp, nato pa po protokolu Thermo Scientific™ GeneJET Plasmid Miniprep Kit  
izolirali plazmid pJET_ATG.  
 
Po protokolu za sekveniranje plazmida pJET_ATG smo pripravili vzorec za sekveniranje, v 
katerem smo uporabili izoliran plazmid pJET_ATG in oligonukleotidna začetnika 
pJET_seq_F in  pJET_seq_R.  
 
  
   ATG16L1                     λ 
 
2140/1986 bp 
1700 bp 
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4.1.9 Preverjanje prisotnosti gena ATG16L1 v plazmidu pJET_ATG 
Rezultati sekveniranja plazmida pJET_ATG so namesto prisotnosti gena ATG16L1 potrdili 
prisotnost neznanega fragmenta v plazmidu. V nadaljevanju smo zato želeli preveriti, ali je 
do napake prišlo v samem procesu sekveniranja, ali v katerem izmed predhodnih postopkov. 
S plazmida pJET_ATG smo z uporabo oligonukleotidnih začetnikov ATG_junction_F in 
pJET_seq_R poskusili pomnožiti gen ATG16L1. V primeru prisotnosti gena ATG16L1 v 
plazmidu, smo pričakovali prisotnost 474 bp velika pomnožka, saj je dolžina regije na 
ATG16L1, ki se razteza od začetka prileganja začetnika ATG_junction_F in do konca gena, 
417 bp,  začetnik pJET_seq_R pa nalega 57 bp navzdol od mesta ligacije. Prisotnost 474 bp 
velikega pomnožka bi torej potrdila prisotnost gena ATG16L1 v plazmidu in nakazala na 
napako v sekveniranju, odsotnost pomnožka pa bi pomenila, da je do napake najverjetneje 
prišlo med ligacijo. Za pozitivno kontrolo smo uporabili plazmid pJET z  vključkom znane 
velikosti (200 bp, od tu dalje bomo plazmid imenovali pJET_200) in z njega pomnožili 
vključek z uporabo oligonukleotidnih začetnikov pJET_seq_F in pJET_seq_R. Ker začetnik 
pJET_seq_F nalega 62 bp navzgor od mesta ligacije, začetnik pJET_seq_R pa 57 bp navzdol 
od mesta ligacije, je bila pričakovana velikost fragmenta, pomnoženega s plazmida 
pJET_200, 319 bp. Za negativno kontrolo smo uporabili reakcijsko mešanico, ki smo ji 
dodali oligonukleotidna začetnika ATG_junction_F in pJET_seq_R, nismo pa ji dodali 
plazmida. Uspešnost PCR smo preverili na elektroforezi z uporabo 1,5 %-nega agaroznega 
gela, elektroforezo pa smo poganjali pri 120 V. 
 
Pomnoževanje vključka s plazmida pJET_ATG ni bilo uspešno, saj na gelu nismo opazili 
474 bp velikega pomnožka (Slika 27). Odsotnost pomnožka nakazuje, da plazmid 
pJET_ATG ne nosi zapisa za ATG16L1.  
 
 
 
Slika 27: Ločba  pomnoženih vključkov s plazmidov pJET_ATG in pJET_200 na 1,5 %-nem agaroznem gelu. 
Pomnožek s plazmida pJET_ATG je na sliki označeno z ATG (pričakovana velikost 474 bp), pomnožek s 
plazmida pJET_200 pa je označen z 200 (pričakovana velikost 319 bp). Lise v kolonah 200/K in ATG so 
posledica nevezanih oligonukleotidnih začetnikov. Pri kontroli 200(K) je očitno prišlo do kontaminacije, kar 
je povzročilo nastanek nespecifičnih pomnožkov. 
bp      200(K) ATG(K)   200       ATG               λ 
300 bp 
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4.1.10 Preverjanje prisotnosti gena ATG16L1 v plazmidu pJET_ATG/2 
Ker s PCR nismo uspeli pomnožiti gena ATG16L1 s plazmida pJET_ATG, smo sklepali, da 
je do napake najverjetneje prišlo med ligacijo. Gen ATG16L1, ki smo ga predhodno 
pomnožili v kolonijskem PCR s polimerazo Q5 hostart in nato očistili iz gela, smo zato 
ponovno ligirali v plazmid pJET. Ligacijo in nadaljnjo transformacijo ligiranega plazmida 
(od tu dalje imenovan pJET_ATG/2) v E. coli DH5α smo izvedli po enakem protokolu kot 
v prvem primeru ligacije.  
 
Preden smo plazmid ponovno poslali na sekveniranje, smo želeli s PCR preveriti, če velikost 
vključka v pJET_ATG/2 ustreza velikosti gena ATG16L1. Plazmid smo najprej namnožili 
tako, da smo DH5α s transformiranim plazmidom pJET_ATG/2 gojili preko noči v 10 ml 
gojišča LB+Amp, nato pa po protokolu Thermo Scientific™ GeneJET Plasmid Miniprep Kit 
izvedli izolacijo plazmida. Koncentracijo plazmida smo izmerili na NanoDrop™ in plazmid 
redčili do koncentracije 10 ng/µl. V PCR smo z uporabo oligonukleotidnih začetnikov 
ATG_junction_F in pJET_seq_R s plazmida pJET_ATG/2 pomnožili gen ATG16L1, za 
pozitivno kontrolo pa smo ponovno uporabili plazmid pJET_200, pri katerem smo vključek 
pomnoževali z uporabo oligonukleotidnih začetnikov pJET_seq_F in pJET_seq_R. Za 
negativno kontrolo smo uporabili reakcijsko mešanico, ki smo ji dodali oligonukleotidna 
začetnika ATG_junction_F in pJET_seq_R, nismo pa ji dodali plazmida. Uspešnost PCR 
smo preverili na elektroforezi z uporabo 1,5 %-nega agaroznega gela, elektroforezo pa smo 
poganjali pri 120 V. Pričakovana velikost pomnožka s plazmida pJET_ATG/2 je bila 
ponovno 474 bp. 
 
Po nanosu vzorcev na gel smo lahko pri vzorcu, ki je vseboval pomnožek vključka s 
plazmida pJET_ATG/2, opazili dve lisi (Slika 28). Močnejša lisa se je razlikovala od 
pričakovane velikosti, šibkejša lisa pa je pričakovani velikosti približno ustrezala. Ker 
oligonukleotidni začetnik ATG_junction_F nalega znotraj gena ATG16L1, smo sklepali, da 
v PCR ne bi dobili nobenega pomnožka, v kolikor gen ATG16L1 ne bi bil prisoten v 
plazmidu pJET_ATG/2. Plazmid pJET_ATG/2 smo zato poslali na sekveniranje. Mešanico 
za sekveniranje smo pripravili po protokolu za sekveniranje plazmida pJET. 
 
Rezultati sekveniranja so potrdili prisotnost gena ATG16L1 v plazmidu pJET_ATG/2. 
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      λ      ATG      200         K          bp 
 
Slika 28: Ločba pomnoženih vključkov s plazmidov pJET_ATG/2 in pJET_200 na 1,5 %-nem agaroznem gelu. 
Pomnožek  vključka s plazmida pJET_ATG/2 je na sliki označen z ATG (pričakovana velikost 474 bp), 
pomnožek vključka s plazmida pJET_200 pa je na sliki označen z 200 (pričakovana velikost 319 bp). 
4.1.11 Odstranjevanje plazmidov p414 in p426_gibson iz humaniziranega seva 
Rezultati sekveniranja so potrdili ustreznost zaporedja gena ATG16L1 in s tem potrdili 
uspešnost integracije gena ATG16L1 v genom delecijskega seva atg16Δ. Iz humaniziranega 
seva je zato bilo potrebno samo še odstraniti plazmide, ki smo jih v procesu humanizacije 
transformirali. To smo izvedli po protokolu za odstranjevanje transformiranih plazmidom iz 
kvasovke. 
 
Da bi preverili uspešnost izgube plazmidov, smo dva dni inkubirane plošče z izraslimi 
kolonijami humaniziranega seva odtisnili preko sterilnega žameta na plošči YPD+Ntc in SD-
ura. Po inkubaciji smo preverili uspešnost rasti kolonij na selekcijskih ploščah. V kolikor bi 
odtisnjene kolonije uspešno rasle na plošči YPD+Ntc, bi to pomenilo, da niso izgubile 
plazmida p414, rast na plošči SD-ura pa bi potrdila, da je v kolonijah še vedno prisoten 
plazmid p426_gibson. Nezmožnost rasti na obeh gojiščih nam torej potrdi izgubo obeh 
plazmidov. 
 
Ker kolonije niso bile zmožne rasti na nobeni izmed odtisnjenih plošč (Slika 29) smo 
potrdili, da smo iz humaniziranega seva uspešno odstranili plazmida p414 in p426_gibson.  
400 bp 
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Slika 29: 2 dni inkubirane plošče, ki smo jih odtisnili preko sterilnega žameta. Na levi strani je plošča YPD s 
kolonijami humaniziranega seva, ki smo jo uporabili kot matrico za odtis. Na sredini je plošča YPD+Nat, na 
desni pa je plošča SD-ura. 
 
4.2  FENOTIPSKI TESTI 
4.2.1 Izguba viabilnosti ob odsotnosti dušika pri sevu atg16Δ 
Za testiranje fenotipa izgube viabilnosti ob odsotnosti dušika smo izvedli skupno 9 
ponovitev poskusa, ki je preverjal sposobnost tvorjenja kolonij pri obeh sevih, ki sta rasla v 
bogatem gojišču in gojišču brez dušika. Natančni podatki o vsaki ponovitvi, ki vključujejo 
število kolonij na vsaki plošči in vrednosti OD600 za vsako kulturo pred in po izenačevanju, 
so na voljo v prilogi, tu pa se bomo osredotočili predvsem na podatke, ki smo jih zajeli v 
statistični analizi in obrazložili, zakaj mnogih podatkov za statistično analizo ni bilo mogoče 
uporabiti. 
 
Tekom izvedbe poskusov smo imeli težave s kontaminacijami kultur v tekočih gojiščih. V 
kolikor je prišlo do kontaminacije v eni kulturi je to pomenilo, da ne moremo izvesti 
primerjave s kulturo drugega seva, ki je isto časovno obdobje rasel v enaki vrsti gojišča. V 
statistično analizo smo zato zajeli podatke o številu izraslih kolonij na ploščah samo v 
primerih, ko sta oba seva v enaki vrsti gojišča rasla isto časovno obdobje in pri nobenem 
izmed njiju ni prišlo do kontaminacije. Kolonije kvasovk so bile na nekaterih ploščah 
kontaminaciji navkljub števne, saj smo lahko jasno ločili med kolonijami kvasovk in 
bakterij. Število kolonij na takšnih ploščah smo prešteli in podatke vključili v prilogi, v 
nadaljevanju pa bodo te plošče označene kot kontaminirane. Število kolonij, ki je izraslo pri 
vsakemu sevu po rasti v specifičnih pogojih, je prikazano v Preglednici 12. V primeru 
zadnjih treh ponovitev (v Preglednici 12 označeno s 7, 8 in 9) smo pri cepljenju prekonočne 
kulture na plošče uporabili napačno redčitev, zato so bile kolonije na teh ploščah neštevne. 
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Preglednica 12: Število kolonij na ploščah YPD, na katere smo precepili seva WT in atg16Δ po rasti v različnih 
pogojih. Prva vrstica označuje vrsto seva (z ATG označen sev atg16Δ, z WT pa sev divjega tipa), vrsto gojišča 
v katerem je sev rasel (YPD ali SD(-N)) in število dni inkubacije (označeno s številko) v temu gojišču pred 
cepljenjem na plošče (YPD 0 predstavlja prekonočno kulturo). Številke v prvem stolpcu označujejo zaporedno 
število ponovitve poskusa. Števila kolonij v posameznih celicah preglednice predstavljajo seštevek števila 
kolonij treh plošč, ki smo jih pripravili za vsako kulturo. S + so v preglednici označene kulture, v primeru 
katerih je prišlo do kontaminacije, - v preglednici pa označuje, da plošč za dotično kulturo nismo pripravili, ali 
pa so bile kolonije na plošči neštevne. Zelene celice v preglednici zajemajo števila kolonij, ki smo jih uporabili 
za izračunu skupnega in povprečnega števila kolonij ter uporabili za nadaljnjo statistično analizo. 
 
Da bi lahko primerjali izgubo viabilnosti sevov atg16Δ v in WT po rasti v različnih pogojih, 
smo za vsak različni pogoj rasti izračunali razmerje med številom kolonij, ki sta jih seva 
atg16Δ in WT tvorila po rasti v izbranem pogoju. Razmerje smo izračunali tako, da smo 
delili število izraslih kolonij seva atg16Δ s številom kolonij seva WT. Razmerja smo pri vseh 
ponovitvah izračunali za vse različne pogoje, nato pa za vsak pogoj izračunali tudi 
povprečno vrednost vseh ponovitev in standardni odklon. Ti podatki so prikazani v 
preglednici 13. 
  
 
YPD 
0 
YPD 
0 
YPD 
3 
YPD 
3 
SD(-
N) 3 
SD(-
N)3 
YPD 
5/6 
YPD 
5/6 
SD(-
N) 
5/6 
SD(-
N) 
5/6 
WT ATG WT ATG WT ATG WT ATG WT ATG 
1 - - + + 292 71 + + + + 
2 523 612 + 244 438 164 + 289 + - 
3 387 292 336 237 477 241 410 294 292 121 
4 244 190 392 307 561 361 278 149 192 164 
5 240 225 289 246 437 345 281 239 154 191 
6 236 198 + + 514 366 + + 54 173 
7 - - 306 236 363 149 256 231 65 4 
8 - - 357 226 451 115 253 207 67 7 
9 - - 287 176 422 219 285 221 31 48 
Skupno 
število 
kolonij 
1630 1517 1967 1428 3955 2031 1763 1341 855 708 
Povprečno 
število 
kolonij 
326 226 328 2389 439 226 294 224 122 101 
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Preglednica 13: Razmerja med številom tvorjenih kolonij seva atg16Δ in WT po rasti v različnih pogojih. Prva 
vrstica označuje vrsto gojišča v katerem je sev rasel in število dni inkubacije v temu gojišču pred cepljenjem 
na plošče. V Prvem stolpcu je označena zaporedna številka ponovitve poskusa. Vrednost 1 pomeni, da je 
razmerje med številom kolonij pri obeh sevih enako. Vrednosti višje od 1 predstavljajo večji delež kolonij seva 
atg16Δ, vrednosti nižje od 1 pa predstavljajo večji delež kolonij seva WT. 
 
Izračunana razmerja predstavljajo nesimetrične podatke, saj vrednosti razmerij niso 
enakomerno razporejene okoli vrednosti 1 (vrednost 1 predstavlja enako razmerje kolonij 
obeh sevov). Odkloni v vrednosti, ki so višje od 1, so nesorazmerno visoki v primerjavi z 
odkloni v vrednosti, ki so nižje od 1. Da bi se temu izognili, smo za vsako vrednost iz 
preglednice 2 izračunali dvojiški logaritem te vrednosti. Tako dobimo podatke, ki 
reprezentativno prikažejo razmerja med izraslimi kolonijami obeh sevov. Izračunane 
vrednosti smo nato uporabili za izračun povprečnih vrednosti in standardnega odklona pri 
vsakemu različnemu pogoju rasti. Ti podatki so prikazani v preglednici 14. 
  
 
YPD 0 YPD 3 SD(-N) 3 YPD 5 SD(-N) 5 
ATG:WT ATG:WT ATG:WT ATG:WT ATG:WT 
1   0,243   
2 1,170  0,374   
3 0,755 0,705 0,505 0,717 0,414 
4 0,779 0,783 0,643 0,536 0,854 
5 0,938 0,851 0,789 0,851 1,240 
6 0,839  0,712  3,204 
7  0,771 0,410 0,902 0,062 
8  0,633 0,255 0,818 0,104 
9  0,613 0,519 0,775 1,548 
Povprečje 0,896 0,726 0,495 0,767 1,061 
Standardni 
odklon 
0,151 0,084 0,182 0,118 1,017 
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Preglednica 14: Dvojiški logaritem razmerja med številom tvorjenih kolonij seva atg16Δ in WT po rasti v 
različnih pogojih. Prva vrstica označuje vrsto gojišča v katerem je sev rasel in število dni inkubacije v temu 
gojišču pred cepljenjem na plošče. V Prvi koloni je označena zaporedna številka ponovitve poskusa. Vrednost 
0 predstavlja, da je razmerje med številom kolonij pri obeh sevih enako. Vrednosti višje od 0 predstavljajo 
večji delež kolonij seva atg16Δ, vrednosti nižje od 0 pa predstavljajo večji delež kolonij seva WT. 
 
 
 
Slika 30: Grafični prikaz dvojiškega logaritma razmerja med številom tvorjenih kolonij seva atg16Δ in WT po 
rasti v različnih pogojih. 
 
log(atg:wt) / 
log(2) 
log(atg:wt) / 
log(2) 
log(atg:wt) / 
log(2) 
log(atg:wt) / 
log(2) 
log(atg:wt) / 
log(2) 
YPD 0 YPD 3 SD(-N) 3 YPD 5 SD(-N) 5 
1   -2,040   
2 0,227  -1,417   
3 -0,406 -0,504 -0,985 -0,480 -1,271 
4 -0,361 -0,353 -0,636 -0,900 -0,227 
5 -0,093 -0,232 -0,341 -0,234 0,311 
6 -0,253  -0,490  1,680 
7  -0,375 -1,285 -0,148 -4,022 
8  -0,660 -1,971 -0,290 -3,259 
9  -0,705 -0,946 -0,367 0,631 
Povprečje -0,177 -0,471 -1,124 -0,403 -0,880 
standardni 
odklon 
0,229 0,169 0,575 0,245 1,941 
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V kulturah z izenačenim OD600 smo s hemocitometrom prešteli število celic. S tem smo 
želeli preveriti, ali kulturi obeh sevov z izenačenim OD600 vsebujejo približno enako število 
celic. Štetje števila celic v kulturah z izenačenim OD600 smo izvajali samo v primeru prvih 
dveh ponovitev. V prvi ponovitvi smo štetje pri vsakemu pogoju izvedli samo enkrat, v drugi 
ponovitvi pa smo štetje za vsako kulturo ponovili trikrat. Žal sta bili prvi dve ponovitvi 
prežeti s kontaminacijami, zato je bila večina podatkov neuporabnih. V kolikor je prišlo do 
kontaminacije ene izmed kultur, so bakterije v tej kulturi vplivale na vrednosti OD600, 
primerjava števila celic z drugo kulturo z izenačenim OD600 pa je bila posledično 
nereprezentativna. V Preglednici 15 so zato priloženi samo podatki o številu celic obeh 
sevov, ki sta preko noči rasla v gojišču YPD. Ta podatek se nam hkrati zdi najpomembnejši, 
saj s tem preverimo, če pri prvem precepljanju prekonočnih kultur v ostala gojišča 
uporabljamo približno enako število celic obeh sevov.  
 
Preglednica 15: Število celic v 10 µl prekonočnih kultur, redčenih za faktor 104. Število celic v preglednici 
predstavlja seštevek števila celic, ki smo jih na hemocitometru prešteli v vseh štirih kvadrantih. Vrstica 
označena z WT predstavlja število celic, ki smo jih prešteli pri sevu WT, vrstica ATG predstavlja število celic, 
ki smo jih prešteli pri sevu atg16Δ, vrstica ATG:WT predstavlja razmerja med številom celic seva atg16Δ in 
WT, vrstica log(ATG:WT)/log(2) pa predstavlja dvojiški logaritem vrednosti ATG:WT. Za izračun 
standarnega odklona smo uporabili logaritmirane vrednosti. 
 
Število celic v enakem volumnu prekonočne kulture je bilo razmeroma višje pri sevu WT. 
Razmerje med številom celic se približno ujema tudi z razmerjem v številu kolonij, ki sta jih 
seva tvorila po predhodni prekonočni inkubaciji v gojišču YPD. Manjši delež kolonij atg16Δ 
pri kontrolni skupini (YPD 0) torej najverjetneje ni posledica izgube viabilnosti, ampak 
precepljanja manjšega števila celic. Kljub temu moramo upoštevati, da smo pri štetju celic 
izvedli relativno malo ponovitev, odstopanja med posameznimi ponovitvami pa so tudi tukaj 
visoka, zato na osnovi teh podatkov ni mogoče delati zaključkov. 
 
Na osnovi razmerja med številom kolonij, ki sta jih seva tvorila po predhodni rasti v enakih 
pogojih, lahko določimo, da je sev, ki je tvoril manjši delež kolonij, izgubil viabilnost v večji 
meri. Kot je razvidno iz rezultatov (Preglednica 14 in Slika 29), je bila izguba viabilnosti 
delecijskega seva v povprečju večja pri vseh pogojih rasti. Mizushima in sod. (1999) so v 
 
Poskus 1. Poskus 2. Poskus 2. Poskus 2. 
Povprečje 
prvo štetje prvo štetje 
drugo 
štetje 
tretje 
štetje 
WT 260 256 195 169 220 
ATG 181 171 215 181 187 
ATG:WT 0,696 0,668 1,103 1,071 0,884 
log(ATG:WT)/log(2) -0,523 -0,582 0,141 0,099 -0,216 
Standardni odklon     0,337 
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raziskavi pokazali, da po predhodni rasti obeh sevov v mediju brez dušika, sev atg16Δ izgubi 
viabilnost v bistveno večji meri, kakor sev divjega tipa. Naši rezultati so bili skladni s to 
ugotovitvijo, saj je bila izguba viabilnosti delecijskega seva, v primerjavi s sevom divjega 
tipa, najbolj izrazita po predhodni rasti obeh sevov v gojišču brez dušika. Pričakovali smo, 
da bo daljša inkubacija v gojišču brez dušika povzročila najbolj izrazit upad viabilnosti 
delecijskega seva, kar sta v raziskavi pokazala Tsukada in Ohsumi (1993), ki sta preučevala 
vpliv stradanja na viabilnost pri delecijskih sevih kvasovk, ki so imeli izbite različne z 
avtofagijo povezane gene iz družine ATG. V našem primeru je bil upad viabilnosti pri 
delecijskemu sevu v primerjavi s sevom divjega tipa najvišji v primeru tridnevne inkubacije 
v gojišču brez dušika, kar ni v skladu s pričakovanji. Prav tako je nepričakovan upad 
viabilnosti delecijskega seva po predhodni rasti v bogatem gojišču. Glede na obstoječo 
literaturo (Mizushima in sod., 1999; Tsukada in Ohsumi, 1993; Dziedzic in Caplan, 2011) 
smo namreč pričakovali, da izgubo viabilnost pri delecijskemu sevu povzročijo pogoji 
stradanja, v normalnih pogojih rasti pa naj bi bila viabilnost sevov enaka. Po rasti obeh sevov 
v bogatem gojišču smo zato pričakovali približno enak delež kolonij delecijskega seva in 
seva WT.  
 
Izpostaviti je potrebno visoka nihanja v rezultatih med posameznimi ponovitvami, kar nam 
pokažejo visoki standardni odkloni pri posameznih pogojih rasti. To je še posebej izrazito v 
primeru petdnevne inkubacije v minimalnem mediju. Nekonsistentnost in razpršenost 
rezultatov nam pri takšnem številu ponovitev onemogoča ustrezno napovedovanje izgube 
viabilnosti pri delecijskemu sevu. Sklepamo, da bi neponovljivost rezultatov lahko bila 
posledica napak pri pipetiranju. 
 
Zaradi nekonsistentnosti  rezultatov smo se odločili, da je metoda neprimerna za določanje 
fenotipskih razlik med sevoma.  
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4.2.2 Odpornost seva atg16Δ proti povišani koncentraciji cinka 
Glede na obstoječo literaturo (Dziedzic in Caplan, 2011) smo pričakovali, da je sev atg16Δ 
v primerjavi s sevom WT ekstremno odporen proti povišani koncetraciji cinka, kar smo 
preverili tako, da smo iz obeh sevov pripravili redčitveno vrsto in različne redčitve obeh 
sevov nanesli na plošče SD z različnimi koncentracijami cinkovega sulfata. Dziedzic in 
Caplan (2011) sta v raziskavi z uporabo enakega protokola pokazala, da neredčena kultura 
seva divjega tipa ni bila zmožna rasti na gojišču SD z dodanim ZnSO4 v koncentraciji 13 
mM, dočim je bil sev atg16Δ sposoben rasti tudi v primeru, ko je bila na ploščo precepljena 
kultura, redčena za faktor 103. Posledično smo pričakovali, da bo rast delecijskega seva pri 
višjih redčitvah lažje zaznavna v primerjavi z rastjo seva WT. Rezultati so na našo 
presenečenje pokazali, da je pri višji redčitvi sev WT rasel celo bolje od seva atg16Δ. 
Rezultati so bili enaki ob cepljenju kultur na plošče, pri katerih je bila koncentracija ZnSO4 
13 mM, 15 mM ali 20 mM. Ker so bili rezultati nekonsistentni z literaturo (Dziedzic in 
Caplan, 2011), razlika v uspešnosti rasti pa je bila minimalna, smo se odločili, da te metode 
ne bomo uporabili za fenotipsko razlikovanje med sevoma. 
 
 
Slika 31: Redčitveni vrsti sevov WT in atg16Δ nanešeni na plošči SD z različnima koncentracijama ZnSO4. 
Na levi strani je prikazana plošča SD s koncentracijo 13 mM ZnSO4, na desni pa je prikazana plošča s 
koncentracijo 20 mM ZnSO4. Črne pike na ploščah označujejo točke, kamor smo nanašali po 10 µl redčenih 
kultur. Na obeh ploščah so na desni strani nanešeni neredčeni kulturi obeh sevov z izenačenim OD600,  za vsako 
naslednjo točko proti levi pa faktor redčitve naraste za 10-krat. Na levi plošči je sev atg16Δ nanešen v zgornji 
vrsti in sev WT v spodnji, na desni plošči pa je sev WT nanešene v zgornji vrsti in sev atg16Δ v spodnji. 
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4.2.3 Zavrta rast seva atg16Δ ob povišani koncentraciji kalcija 
Sev atg16Δ ima glede na obstoječo literaturo (Dudley in sod., 2005) ob rasti na gojišču s 
povišanim koncentracijami kalcija zmerno okvaro rasti. Tudi ta fenotip smo testirali z 
enakim pristopom kot v primeru preverjanja uspešnosti rasti ob prisotnosti cinka (nanos 
redčitvene vrste na gojišče), le da smo v temu primeru redčeni kulturi obeh sevov nanašali 
na plošče YPD z različnimi koncentracijami kalcijevega klorida. Pričakovali smo, da bo rast 
seva atg16Δ pri višjih redčitvah težje zaznavna v primerjavi z rastjo seva WT. Rezultati so 
v temu primeru potrdili naša pričakovanja (Slika 32). Na plošči z 0,4 M koncentracijo CaCl2 
sta sicer oba seva pri vseh redčitvah rasla približno enako uspešno, na ploščah z 0,45 M, 0,5 
M in 0,6 M koncentracijo CaCl2 pa je sev WT rasel izrazito bolje. Na ploščah z 0,5 M ali 0,6 
M koncentracijo CaCl2 smo rast seva atg16Δ lahko zaznali samo pri neredčeni kulturo, 
dočim smo lahko rast seva WT opazili tudi pri kulturi, ki je bila redčena za faktor 103. Ker 
so bili rezultati skladni z literaturo (Dudley in sod., 2005), razlike med delecijskim sevom in 
sevom WT pa dobro očitne, smo to metodo izbrali tudi za določanje fenotipa humaniziranega 
seva. 
 
Podajamo tudi možno razlago, zakaj je delecijski sev v primerjavi s sevom WT bolj občutljiv 
na povišane koncentracije kalcija. Na osnovi obstoječe literature (Høyer-Hansen in Jäättelä, 
2007; Yorimitsu in sod., 2006) sklepamo, da bi občutljivost lahko bila povezana z vlogo, ki 
jo kalcij igra v procesu stresa endoplazemskega retikuluma (ER stres) in nadaljnja 
povezanost tega procesa s procesom avtofagije. Do ER stresa pride, ko zmogljivost zvijanja 
proteinov pri endoplazemskemu retikuluma (ER)  postane zasičena. Na zasičenost vpliva 
ekspresija napačno zvitih in k agregaciji nagnjenih proteinov, hipoksija, odsotnost glukoze, 
kot tudi okvarjeno odstranjevanje poškodovanih proteinov in spremembe v koncentraciji 
kalcija (Høyer-Hansen in Jäättelä, 2007). Celica ob ER stresu sproži odziv na nezvite 
proteine (ang. unfolded protein response ali UPR), kar povzroči zmanjšano celokupno 
sintezo proteinov in povišano sintezo šaperonov in ostalih proteinov, ki povišajo zmogljivost 
zvijanja proteinov pri ER. Evolucijsko ohranjen odziv na ER stres, ki je značilen tudi za 
kvasovko, je med drugim indukcija avtofagije (Yorimitsu in sod., 2006). Avtofagija naj bi 
namreč bila udeležene pri odstranjevanju proteinov, ki se akumulirajo v ER (Yorimitsu in 
sod., 2006).  
 
Na osnovi tega sklepamo, da bi povišana koncentracija kalcija v rastnem mediju lahko 
povzročila porušenje homeostaze kalcija v ER, kar vpliva na sposobnost zvijanja proteinov 
pri ER in vodi v ER stres. Ker je eden izmed odzivov za razreševanje ER stresa tudi indukcija 
avtofagije, ki je pri delecijskemu sevu atg16Δ odsotna, se posledično delecijski sev slabše 
odzove na ER stres, kar se kaže kot slabša rast delecijskega seva ob prisotnosti kalcija v 
rastnem mediiju. 
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Slika 32: Redčitveni vrsti sevov WT in atg16Δ nanešeni na plošče YPD z različnimi koncentracijami CaCl2. 
Koncentracija kalcijevega klorida je 0,4 M v plošči št. 1, 0,45 M v plošči št. 2, 0,5 M v plošči št. 3 in 0,6 M v 
plošči št. 4. Črne pike na ploščah označujejo točke, kamor smo nanašali po 10 µl redčenih kultur. Na vseh 
ploščah so na desni strani nanešeni neredčeni kulturi obeh sevov z izenačenim OD600,  za vsako naslednjo točko 
proti levi pa faktor redčitve naraste za 10-krat. Na vseh štirih ploščah je sev WT nanešen v zgornji vrsti, sev 
atg16Δ pa v spodnji vrsti. 
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Za testiranje fenotipa pri humaniziranem sevu smo redčitvene vrste humaniziranega seva ter 
sevov atg16Δ in WT precepili na ploščo YPD z 0,5 M koncentracijo CaCl2. Uspešnost rasti 
humaniziranega seva na plošči YPD z 0,5 M koncentracijo CaCl2 je povsem sovpadala z 
uspešnostjo rasti seva atg16Δ. V kolikor bi bil humani gen sposoben nadomestiti funkcijo 
kvasovkinega ortologa, bi se fenotip humaniziranega seva povrnil v fenotip značilen za sev 
WT. Ker temu ni tako, lahko na osnovi tega sklepamo, da humani gen ATG16L1 ni sposoben 
nadomestiti funkcije kvasovkinega gena ATG16. 
 
 
Slika 33: Redčitvene vrste sevov WT, atg16Δ in humaniziranega seva nanešene na ploščo YPD z 0,5 M 
koncentracijo CaCl2. . Na plošči so na levi strani nanešene neredčene kulture vseh treh sevov z izenačenim 
OD600,  za vsako naslednjo točko proti desni pa faktor redčitve naraste za desetkrat. V zgornji vrsti je nanešen 
sev WT, v srednji vrsti sev atg16Δ, v spodnji vrsti pa humaniziran sev. 
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5 SKLEPI 
 
V sklopu naše raziskave smo uspeli zastavljene cilje deloma doseči. Uspeli smo odkriti 
ustrezen fenotipski test, s katerim lahko razlikujemo med sevoma WT in atg16Δ. Testiranje 
zavrte rasti delecijskega seva ob povišanih koncentracijah CaCl2 je preprosto za izvedbo in 
omogoči jasno razlikovanje med sevoma. Pomanjkljivost tega testa je, da nam omogoči 
samo kvalitativno razlikovanje med sevoma. Pri testiranju fenotipa izgube viabilnost ob 
odsotnosti dušika smo na nivoju vseh devetih izvedenih poskusov lahko opazili določene 
trende, vendar na njihovi osnovi ne moremo delati zaključkov, saj so bila odstopanja znotraj 
posameznih ponovitev prevelika in podatki preveč razpršeni. Ta metoda zahteva za izvedbo 
tudi bistveno več časa in materialov v primerjavi z drugima dvema fenotipskima testoma. 
Testiranje odpornosti proti povišani koncentraciji cinka pri sevu atg16Δ se je izkazalo v 
celoti za neučinkovito, saj je sev WT ob prisotnosti cinka v gojišču rasel celo boljše od 
delecijskega seva. 
 
Integracija humanega gena ATG16L1 na mestu kasete KanMX v kromosomu seva atg16Δ 
je bila prav tako uspešna. V procesu integracije humanega gena v genom delecijskega seva 
smo pripravili plazmid p426_gibson z zapisom za gRNA, ki ima tarčno zaporedje znotraj 
kasete KanMX. Uspešnost delovanja sistema CRISPR/Cas9 z uporabo zasnovane gRNA 
smo preverili s sposobnostjo rasti humaniziranega seva na ploščah YPD+G418. Rezultati 
testa sposobnosti rasti na gojišču YPD+G418 so pri naboru kolonij humaniziranega seva, ki 
smo jih podvrgli testu, pokazali 100 %-no uspešnost delovanja sistema CRISPR/Cas9 
znotraj kasete KanMX. Ker je kaseta KanMX selekcijski označevalec s katerim so pogosto 
izbiti geni v delecijskih sevih, lahko zasnovano gRNA uporabimo kot del sistema 
CRISPR/Cas9 v širokem naboru laboratorijskih sevov. Poleg uspešnosti delovanja sistema 
CRISPR/Cas9 smo z uporabo kolonij seva atg16Δ[p414, p426] v kolonijskem PCR preverili 
tudi delež uspešnosti homologne rekombinacije, ki vodi v integracijo humanega gena 
ATG16L1 v genom. Rezultati kolonijskega PCR so pokazali na visoko učinkovitost 
homologne rekombinacije, saj je bila integracija ATG16L1 v genom uspešna v 77,14 %-ih 
testiranih kolonij.  
 
Kljub temu, da je bila integracija gena ATG16L1 v genom delecijskega seva uspešna, pa 
humaniziranega seva nismo mogli uporabiti za nadaljnje določanje patogenosti različnih 
alelov gena ATG16L1. Da bi lahko preverjali patogenost različnih alelov gena ATG16L1 in 
tako preverili zadnji dve hipotezi, bi moral biti gen ATG16L1 v svoji nativni obliki sposoben 
nadomestiti funkcijo ATG16, kar bi povzročilo, da bi se fenotip humaniziranega seva povrnil 
v fenotip značilen za sev WT. Humanizirani sev je v našem primeru ostal fenotipsko 
nespremenjen od delecijskega seva atg16Δ, zato smo ovrgli hipotezo, da je človeški gen 
ATG16L1 sposoben funkcijsko nadomestiti kvasovkin gen ATG16. Ker gen ATG16L1 že v 
svoji nativni obliki ni sposoben prevzeti funkcije gena ATG16, je bilo nadaljnje preverjanje 
sposobnosti nadomestitve gena ATG16 z različnimi aleli gena ATG16L1, nesmiselno. 
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PRILOGA A 
 
Testiranja izgube viabilnosti ob odsotnosti dušika s testiranjem sposobnosti tvorjenja 
kolonij: Izmerjene vrednosti OD600, število celic in število kolonij. 
 
V nekaterih primerih smo za merjenje OD600 uporabili redčitve osnovne kulture. V 
preglednicah v nadaljevanju je v primeru, ko je bila za določanje OD600 in nadaljnjo pripravo 
redčitvene vrste uporabljena redčitev, faktor redčitve pripisan v preglednici (10×, 20×, 40×). 
 
Rdeče senčenje v preglednicah, v katerih je navedeno število kolonij na ploščah, označuje, 
da je bila kultura kontaminiranam, kljub temu pa je bilo na ploščah mogoče ločiti kolonije 
kvasovk in bakterij, kar nam je omogočilo štetje kolonij kvasovk. Rdeče senčenje v 
preglednicah, v katerih je navedeno število celic, označuje, da je bilo štetje opravljeno v 
kontaminirani kulturi. 
 
PRVA BIOLOŠKA PONOVITEV  
 
Vse plošče, ki smo jih pripravili iz kultur, ki so 5 dni rasla v gojišču YPD ali SD(-N), so bile 
popolnoma kontaminirane, zato kolonij kvasovk ni bilo mogoče prešteti. 
 
Preglednica p1: OD600 kultur po inkubaciji v gojišču YPD. Prva kolona prikazuje čas inkubacije kultur pred 
merjenjem OD600. Oznaka ''po izenačevanju'' označuje, da smo kulturam z redčenjem z vodo izenačili OD600 
in nato ponovno opravili merjenje OD600.  Druga in tretja kolona prikazujejo vrednosti OD600, ki smo jih 
izmerili pri obeh testiranih sevih.  
  
    OD600 kultur gojenih v YPD (40×) 
 WT atg16Δ 
Prekonočna kultura 0,198 0,206 
Prekonočna - po izenačevanju 0,198 0,206 
3 dni 0,467 0,469 
3 dni – po izenačevanju 0,467 0,469 
5 dni Kontaminacija Kontaminacija 
5 dni – po izenačevanju Kontaminacija Kontaminacija 
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Preglednica p2: OD600 kultur po inkubaciji v gojišču SD(-N). Prva kolona prikazuje čas inkubacije kultur v 
gojišču pred merjenjem OD600. Oznaka ''po izenačevanju'' označuje, da smo kulturam z redčenjem z vodo 
izenačili OD600 in nato ponovno opravili merjenje OD600.  Druga in tretja kolona prikazujejo vrednosti OD600, 
ki smo jih izmerili pri obeh testiranih sevih.  
 
Preglednica p3: Število celic v 10 µl prekonočnih kultur (redčitev 10-4). 
WT – prekonočna kultura YPD atg16Δ – prekonočna kultura YPD 
Število celic v 
posameznem kvadrantu 
57 64 Število celic v posameznem 
kvadrantu 
43 54 
80 59 44 40 
Skupno število celic 260 Skupno število celic 181 
Povprečno število celic v 
enem kvadrantu 
65 Povprečno število celic v 
enem kvadrantu 
45,25 
 
Preglednica p4: Število celic v 10 µl kultur, ki so 3 dni rasle v gojišču YPD (redčitev 10-4). 
 
Preglednica p5: Število celic v 10 µl kultur, ki so 3 dni rasle v gojišču SD(-N) (redčitev 10-4). 
 
   OD600 kultur gojenih v SD(-N) 
 WT atg16Δ 
3 dni 0,884 0,775 
3 dni – po izenačevanju 0,742 0,763 
5 dni Kontaminacija kontaminacija 
5 dni – po izenačevanju kontaminacija kontaminacija 
WT – 3 dni YPD atg16Δ – 3 dni YPD 
Število celic v 
posameznem kvadrantu 
46 49 Število celic v posameznem 
kvadrantu 
38 36 
36 46 27 25 
Skupno število celic 177 Skupno število celic 126 
Povprečno število celic v 
enem kvadrantu 
44,25 Povprečno število celic v 
enem kvadrantu 
31,5 
 WT – 3 dni SD(-N)  atg16Δ – 3 dni SD(-N) 
Število celic v 
posameznem kvadrantu 
51 33 Število celic v posameznem 
kvadrantu 
11 15 
49 36 16 18 
Skupno število celic 169 Skupno število celic 60 
Povprečno število celic v 
enem kvadrantu 
42,25 Povprečno število celic v 
enem kvadrantu 
15 
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Preglednica p6: Število kolonij na ploščah, ki smo jih pripravili iz kultur, ki so tri dni rasle v gojišču YPD in 
SD(-N). Spodnja vrstica prikazuje seštevek kolonij na vseh treh ploščah. 
 
  
ŠTEVILO KOLONIJ NA 
PLOŠČAH  – 3 dni / YPD 
ŠTEVILO KOLONIJ NA 
PLOŠČAH – 3 dni / SD(-N) 
WT atg16Δ WT atg16Δ 
249 133 155 36 
241 129 137 35 
218 133 kontaminacija 39 
708 395 292 71(upoštevani 
dve plošči) 
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DRUGA BIOLOŠKA PONOVITEV 
 
Vse plošče, ki smo jih pripravili iz kulture WT, ki je 5 dni rasla v gojišču SD(-N), so bile 
popolnoma kontaminirane, zato kolonij kvasovk ni bilo mogoče prešteti. 
 
Preglednica p7: OD600 kultur po inkubaciji v gojišču YPD. Prva kolona prikazuje čas inkubacije kultur pred 
merjenjem OD600. Oznaka ''po izenačevanju'' označuje, da smo kulturam z redčenjem z vodo izenačili OD600 
in nato ponovno opravili merjenje OD600.  Druga in tretja kolona prikazujejo vrednosti OD600, ki smo jih 
izmerili pri obeh testiranih sevih. 
 
Preglednica p8: OD600 kultur po inkubaciji v gojišču SD(-N). Prva kolona prikazuje čas inkubacije kultur 
pred merjenjem OD600. Oznaka ''po izenačevanju'' označuje, da smo kulturam z redčenjem z vodo izenačili 
OD600 in nato ponovno opravili merjenje OD600.  Druga in tretja kolona prikazujejo vrednosti OD600, ki smo 
jih izmerili pri obeh testiranih sevih. 
 
Preglednica p9: Število celic v 10 µl prekonočne kulture seva WT (redčitev 10-4). 
WT – prekonočna kultura 
 Prva 
ponovitev 
Druga 
ponovitev 
Tretja 
ponovitev 
povprečje 
ponovitev 
Število celic v posameznem 
kvadrantu 
51 72 64 39 45 47   
66 67 36 56 32 45   
Skupno število celic 256 195 169 206,7 
Povprečno število celic v 
enem kvadrantu 
64 48,75 42,25 51,67 
 
    OD600 kultur gojenih v YPD 
 WT atg16Δ 
Prekonočna – 10x 0,829 0,819 
Prekonočna - po izenačevanju – 10x 0,829 0,819 
3 dni – 40x 0,571 0,499 
3 dni – po izenačevanju – 40x 0,489 0,497 
5 dni – 40x 0,636 0,563 
5 dni – po izenačevanju – 40x 0,570 0,583 
   OD600 kultur gojenih v SD(-N) 
 WT atg16Δ 
3 dni 0,862 0,712 
3 dni – po izenačevanju 0,728 0,700 
5 dni 0,868 0,647 
5 dni – po izenačevanju 0,650 0,650 
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Preglednica p10: Število celic v 10 µl prekonočne kultur seva atg16Δ (redčitev 10-4). 
 
Preglednica p11: Število celic v 10 µl kulture WT, ki je 3 dni rasla v gojišču YPD (redčitev 10-4). 
 
Preglednica p12: Število celic v 10 µl kulture atg16Δ, ki je 3 dni rasla v gojišču YPD (redčitev 10-4). 
 
  
atg16Δ  – prekonočna kultura 
 Prva 
ponovitev 
Druga 
ponovitev 
Tretja 
ponovitev 
Povprečje 
ponovitev 
Število celic v 
posameznem kvadrantu 
52 50 41 39 51 51   
62 62 41 50 72 41   
Skupno število celic 226 171 215 204 
Povprečno število celic v 
enem kvadrantu 
56,5 42,75 53,75 51 
WT – 3 dni / YPD 
 Prva 
ponovitev 
Druga 
ponovitev 
Tretja 
ponovitev 
Povprečje 
ponovitev 
Število celic v posameznem 
kvadrantu 
21 19 26 11 25 20   
24 32 36 14 16 20   
Skupno število celic 96 87 81 88 
Povprečno število celic v 
enem kvadrantu 
24 21,75 20,25 22 
atg16Δ  – 3 dni / YPD 
 Prva 
ponovitev 
Druga 
ponovitev 
Tretja 
ponovitev 
Povprečje 
ponovitev 
Število celic v posameznem 
kvadrantu 
10 21 20 25 29 26   
22 21 44 30 18 25   
Skupno število celic 74 119 98 97 
Povprečno število celic v 
enem kvadrantu 
18,5 29,75 24,5 24,25 
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Preglednica p13: Število celic v 10 µl kulture WT, ki je 3 dni rasla v gojišču SD(-N) (redčitev 10-4). 
 
Preglednica p14: Število celic v 10 µl kulture atg16Δ, ki je 3 dni rasla v gojišču SD(-N) (redčitev 10-4). 
 
Preglednica p15: Število celic v 10 µl kulture WT, ki je 5 dni rasla v gojišču YPD (redčitev 10-4). 
 
  
WT – 3 dni / SD(-N) 
 Prva 
ponovitev 
Druga 
ponovitev 
Tretja 
ponovitev 
Povprečje 
ponovitev 
Število celic v posameznem 
kvadrantu 
25 33 50 26 39 25   
32 34 45 39 37 21   
Skupno število celic 124 160 122 135,3 
Povprečno število celic v 
enem kvadrantu 
31 40 30,5 33,83 
atg16Δ  – 3 dni / SD(-N) 
 Prva 
ponovitev 
Druga 
ponovitev 
Tretja 
ponovitev 
Povprečje 
ponovitev 
Število celic v posameznem 
kvadrantu 
26 30 37 35 21 16   
28 32 34 33 23 18   
Skupno število celic 116 139 78 111 
Povprečno število celic v 
enem kvadrantu 
29 34,75 19,5 27,75 
WT – 5 dni / YPD 
 Prva 
ponovitev 
Druga 
ponovitev 
Tretja 
ponovitev 
Povprečje 
ponovitev 
Število celic v posameznem 
kvadrantu 
25 20 17 16 21 18   
23 21 18 17 17 17   
Skupno število celic 89 68 73 76,7 
Povprečno število celic v 
enem kvadrantu 
57,5 17 18,25 30,92 
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Preglednica p16: Število celic v 10 µl kulture atg16Δ, ki je 5 dni rasla v gojišču YPD (redčitev 10-4). 
 
Preglednica p17: Število celic v 10 µl kulture WT, ki je 5 dni rasla v gojišču SD(-N) (redčitev 10-4). 
 
Preglednica p18: Število celic v 10 µl kulture atg16Δ, ki je 5 dni rasla v gojišču SD(-N) (redčitev 10-4). 
  
atg16Δ  – 5 dni / YPD 
 Prva 
ponovitev 
Druga 
ponovitev 
Tretja 
ponovitev 
Povprečje 
ponovitev 
Število celic v posameznem 
kvadrantu 
16 12 19 14 14 11   
20 24 16 22 17 13   
Skupno število celic 72 71 55 66 
Povprečno število celic v 
enem kvadrantu 
18 17,75 13,75 16,5 
WT – 5 dni / SD(-N) 
 Prva 
ponovitev 
Druga 
ponovitev 
Tretja 
ponovitev 
Povprečje 
ponovitev 
Število celic v posameznem 
kvadrantu 
21 22 46 35 33 22   
25 15 42 48 31 32   
Skupno število celic 83 171 118 124 
Povprečno število celic v 
enem kvadrantu 
20,75 42,75 29,5 31 
atg16Δ  – 5 dni / SD(-N) 
 Prva 
ponovitev 
Druga 
ponovitev 
Tretja 
ponovitev 
Povprečje 
ponovitev 
Število celic v posameznem 
kvadrantu 
13 28 27 15 26 29   
16 26 22 21 14 24   
Skupno število celic 83 85 93 87 
Povprečno število celic v 
enem kvadrantu 
20,75 21,25 23,25 21,75 
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Preglednica p19: Število kolonij na ploščah, ki smo jih pripravili iz kultur, ki so preko noči rasle v gojišču 
YPD. Spodnja vrstica prikazuje seštevek kolonij na vseh treh ploščah. 
ŠTEVILO KOLONIJ NA 
PLOŠČAH  – prekonočna 
YPD 
WT atg16Δ 
178 184 
177 220 
168 208 
523 612 
 
Preglednica p20: Število kolonij na ploščah, ki smo jih pripravili iz kultur, ki so tri dni rasle v gojišču YPD in 
SD(-N). Spodnja vrstica prikazuje seštevek kolonij na vseh treh ploščah. 
ŠTEVILO KOLONIJ NA 
PLOŠČAH  – 3 dni / YPD 
ŠTEVILO KOLONIJ NA 
PLOŠČAH – 3 dni / SD(-N) 
WT atg16Δ WT atg16Δ 
86 76 148 52 
98 76 130 52 
107 92 160 60 
291 244 438 164 
 
Preglednica p21: Število kolonij na ploščah, ki smo jih pripravili iz kultur, ki so pet dni rasle v gojišču YPD 
in SD(-N). Spodnja vrstica prikazuje seštevek kolonij na vseh treh ploščah. 
 
 
 
 
 
 
ŠTEVILO KOLONIJ NA 
PLOŠČAH  – 5 dni / YPD 
ŠTEVILO KOLONIJ NA 
PLOŠČAH – 5 dni / SD(-N) 
WT atg16Δ WT atg16Δ 
123 93 Kontaminacija  
124 105 Kontaminacija  
146 91 Kontaminacija  
393 289   
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TRETJA BIOLOŠKA PONOVITEV 
 
Preglednica p22: OD600 kultur po inkubaciji v gojišču YPD. Prva kolona prikazuje čas inkubacije kultur pred 
merjenjem OD600. Oznaka ''po izenačevanju'' označuje, da smo kulturam z redčenjem z vodo izenačili OD600 
in nato ponovno opravili merjenje OD600.  Druga in tretja kolona prikazujejo vrednosti OD600, ki smo jih 
izmerili pri obeh testiranih sevih.  
 
Preglednica p23: OD600 kultur po inkubaciji v gojišču SD(-N). Prva kolona prikazuje čas inkubacije kultur pred 
merjenjem OD600. Oznaka ''po izenačevanju'' označuje, da smo kulturam z redčenjem z vodo izenačili OD600 
in nato ponovno opravili merjenje OD600.  Druga in tretja kolona prikazujejo vrednosti OD600, ki smo jih 
izmerili pri obeh testiranih sevih.  
 
Preglednica p24: Število kolonij na ploščah, ki smo jih pripravili iz kultur, ki so preko noči rasle v gojišču 
YPD. Spodnja vrstica prikazuje seštevek kolonij na vseh treh ploščah 
 
 
 
 
 
 
  
    OD600 kultur gojenih v YPD 
 WT atg16Δ 
Prekonočna – 40x 0,251 0,264 
Prekonočna - po izenačevanju – 20x 0,492 0,506 
3 dni – 20x 0,456 0,465 
3 dni – po izenačevanju – 40x 0,456 0,465 
5 dni – 40x 0,520 0,529 
5 dni – po izenačevanju – 40x 0,520 0,529 
   OD600 kultur gojenih v SD(-N) 
 WT atg16Δ 
3 dni 0,879 0,784 
3 dni – po izenačevanju 0,779 0,785 
5 dni 0,879 0,753 
5 dni – po izenačevanju 0,749 0,753 
ŠTEVILO KOLONIJ NA 
PLOŠČAH  – prekonočna 
YPD 
WT atg16Δ 
128 95 
146 86 
113 111 
387 292 
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Preglednica p25: Število kolonij na ploščah, ki smo jih pripravili iz kultur, ki so tri dni rasle v gojišču YPD in 
SD(-N). Spodnja vrstica prikazuje seštevek kolonij na vseh treh ploščah. 
ŠTEVILO KOLONIJ NA 
PLOŠČAH  – 3 dni / YPD 
ŠTEVILO KOLONIJ NA 
PLOŠČAH – 3 dni / SD(-N) 
WT atg16Δ WT atg16Δ 
115 69 148 90 
135 84 161 74 
86 84 168 77 
336 237 477 241 
 
Preglednica p26: Število kolonij na ploščah, ki smo jih pripravili iz kultur, ki so pet dni rasle v gojišču YPD 
in SD(-N). Spodnja vrstica prikazuje seštevek kolonij na vseh treh ploščah. 
 
 
 
 
 
 
  
ŠTEVILO KOLONIJ NA 
PLOŠČAH  – 5 dni / YPD 
ŠTEVILO KOLONIJ NA 
PLOŠČAH – 5 dni / SD(-N) 
WT atg16Δ WT atg16Δ 
124 103 16 42 
155 85 15 40 
131 106 30 39 
410 294 292 121 
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PRVI POSKUS S TREMI BIOLOŠKIMI PONOVITVAMI 
 
Preglednica p27: OD600 kultur po inkubaciji v gojišču YPD. Prva kolona prikazuje čas inkubacije kultur pred 
merjenjem OD600. Oznaka ''po izenačevanju'' označuje, da smo kulturam z redčenjem z vodo izenačili OD600 
in nato ponovno opravili merjenje OD600.  Druga, tretja in četrta kolona prikazujejo vrednosti OD600, ki smo 
jih izmerili pri obeh testiranih sevih pri posameznih bioloških ponovitvah. 
 
Preglednica p28: OD600 kultur po inkubaciji v gojišču SD(-N). Prva kolona prikazuje čas inkubacije kultur pred 
merjenjem OD600. Oznaka ''po izenačevanju'' označuje, da smo kulturam z redčenjem z vodo izenačili OD600 
in nato ponovno opravili merjenje OD600.  Druga, tretja in četrta kolona prikazujejo vrednosti OD600, ki smo 
jih izmerili pri obeh testiranih sevih pri posameznih bioloških ponovitvah. 
 
  
    OD600 kultur gojenih v YPD – 40x 
 PRVA 
PONOVITEV 
DRUGA 
PONOVITEV 
TRETJA 
PONOVITEV 
WT atg16Δ WT atg16Δ WT atg16Δ 
Prekonočna 0,297 0,329 0,271 0,318 0,281 0,310 
Prekonočna - po 
izenačevanju 
0,297 0,298 0,288 0,272 0,274 0,279 
3 dni  0,457 0,482 0,452 0,474 0,488 0,462 
3 dni – po 
izenačevanju 
0,457 0,465 0,452 0,466 0,473 0,462 
5 dni 0,492 0,545 0,507 0,544 0,544 0,509 
5 dni – po 
izenačevanju 
0,492 0,509 0,507 0,513 0,513 0,509 
OD600 kultur gojenih v SD(-N) 
 PRVA 
PONOVITEV 
DRUGA 
PONOVITEV 
TRETJA 
PONOVITEV 
WT atg16Δ WT atg16Δ WT atg16Δ 
3 dni  1,063 0,866 1,045 0,817 1,010 0,785 
3 dni – po 
izenačevanju 
0,865 0,866 0,800 0,817 0,783 0,785 
5 dni 1,008 0,791 1,040 0,783 0,984 0,745 
5 dni – po 
izenačevanju 
0,776 0,791 0,771 0,783 0,756 0,745 
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Preglednica p29: Število kolonij na ploščah, ki smo jih pripravili iz kultur, ki so preko noči rasle v gojišču 
YPD. Spodnja vrstica prikazuje seštevek kolonij na vseh treh ploščah. 
 
Preglednica p30: Število kolonij na ploščah, ki smo jih pripravili iz kultur, ki so tri dni rasle v gojišču YPD. 
Spodnja vrstica prikazuje seštevek kolonij na vseh treh ploščah. 
 
Preglednica p31: Število kolonij na ploščah, ki smo jih pripravili iz kultur, ki so tri dni rasle v gojišču SD(-
N). Spodnja vrstica prikazuje seštevek kolonij na vseh treh ploščah. 
 
  
ŠTEVILO KOLONIJ NA PLOŠČAH  – prekonočna YPD 
PRVA PONOVITEV DRUGA PONOVITEV TRETJA PONOVITEV 
WT atg16Δ WT atg16Δ WT atg16Δ 
89 61 67 83 87 65 
78 70 82 69 79 67 
77 59 91 73 70 66 
244 190 240 225 236 198 
ŠTEVILO KOLONIJ NA PLOŠČAH  – 3 dni / YPD 
PRVA PONOVITEV DRUGA PONOVITEV TRETJA PONOVITEV 
WT atg16Δ WT atg16Δ WT atg16Δ 
109 115 110 71 Kontamin. Kontamin. 
139 101 68 96 Kontamin. Kontamin. 
144 91 111 79 Kontamin. Kontamin. 
392 307 289 246   
ŠTEVILO KOLONIJ NA PLOŠČAH  – 3 dni / SD(-N) 
PRVA PONOVITEV DRUGA PONOVITEV TRETJA PONOVITEV 
WT atg16Δ WT atg16Δ WT atg16Δ 
193 139 128 104 184 121 
194 122 162 107 153 134 
174 100 128 134 177 111 
561 361 437 345 514 366 
Posinek M. Ugotavljanje morebitne patogenosti gena ATG16L1 z uporabo humanizirane kvasovke.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
  
   
 
 
Preglednica p32: Število kolonij na ploščah, ki smo jih pripravili iz kultur, ki so pet dni rasle v gojišču YPD. 
Spodnja vrstica prikazuje seštevek kolonij na vseh treh ploščah. 
 
Preglednica p33: Število kolonij na ploščah, ki smo jih pripravili iz kultur, ki so pet dni rasle v gojišču SD(-
N). Spodnja vrstica prikazuje seštevek kolonij na vseh treh ploščah. 
  
ŠTEVILO KOLONIJ NA PLOŠČAH  – 5 dni / YPD 
PRVA PONOVITEV DRUGA PONOVITEV TRETJA PONOVITEV 
WT atg16Δ WT atg16Δ WT atg16Δ 
145 88 84 73 Kontamin. Kontamin. 
Kontamin. 86 100 64 Kontamin. Kontamin. 
133 61 97 102 Kontamin. Kontamin. 
278 149(2 plošči) 281 239   
ŠTEVILO KOLONIJ NA PLOŠČAH  – 5 dni / SD(-N) 
PRVA PONOVITEV DRUGA PONOVITEV TRETJA PONOVITEV 
WT ATG16 WT ATG16 WT ATG16 
80 55 52 69 25 61 
52 52 49 68 17 61 
60 57 53 54 12 51 
192 164 154 191 54 173 
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DRUGI POSKUS S TREMI BIOLOŠKIMI PONOVITVAMI 
 
Pri cepljenju prekonočnih kultur obeh sevov na plošče smo uporabili napačno redčitev, 
zato so bile kolonije na teh ploščah neštevne. 
 
Preglednica p34: OD600 kultur po inkubaciji v gojišču YPD. Prva kolona prikazuje čas inkubacije kultur pred 
merjenjem OD600. Oznaka ''po izenačevanju'' označuje, da smo kulturam z redčenjem z vodo izenačili OD600 
in nato ponovno opravili merjenje OD600.  Druga, tretja in četrta kolona prikazujejo vrednosti OD600, ki smo 
jih izmerili pri obeh testiranih sevih pri posameznih bioloških ponovitvah. 
 
  
    OD600 kultur gojenih v YPD 
 PRVA 
PONOVITEV 
DRUGA 
PONOVITEV 
TRETJA 
PONOVITEV 
WT atg16Δ WT atg16Δ WT atg16Δ 
Prekonočna - 20x 0,371 0,493 0,474 0,496 0,512 0,546 
Prekonočna - po 
izenačevanju - 
20x 
0,371 0,379 0,474 0,484 0,512 0,519 
3 dni - 40x 0,523 0,486 0,527 0,487 0,525 0,537 
3 dni - po 
izenačevanju - 
40x 
0,488 0,486 0,483 0,487 0,525 0,537 
5 dni - 40x 0,523 0,492 0,528 0,493 0,523 0,527 
5 dni - po 
izenačevanju - 
40x 
0,489 0,492 0,497 0,493 0,523 0,527 
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Preglednica p35: OD600 kultur po inkubaciji v gojišču SD(-N). Prva kolona prikazuje čas inkubacije kultur pred 
merjenjem OD600. Oznaka ''po izenačevanju'' označuje, da smo kulturam z redčenjem z vodo izenačili OD600 
in nato ponovno opravili merjenje OD600.  Druga, tretja in četrta kolona prikazujejo vrednosti OD600, ki smo 
jih izmerili pri obeh testiranih sevih pri posameznih bioloških ponovitvah. 
 
Preglednica p36: Število kolonij na ploščah, ki smo jih pripravili iz kultur, ki so tri dni rasle v gojišču YPD. 
Spodnja vrstica prikazuje seštevek kolonij na vseh treh ploščah. 
 
Preglednica p37: Število kolonij na ploščah, ki smo jih pripravili iz kultur, ki so tri dni rasle v gojišču SD(-
N). Spodnja vrstica prikazuje seštevek kolonij na vseh treh ploščah. 
  
OD600 kultur gojenih v SD(-N) 
 PRVA 
PONOVITEV 
DRUGA 
PONOVITEV 
TRETJA 
PONOVITEV 
WT atg16Δ WT atg16Δ WT atg16Δ 
3 dni  0,796 0,594 0,861 0,694 0,850 0,749 
3 dni – po 
izenačevanju 
0,589 0,594 0,709 0,694 0,740 0,749 
5 dni 0,803 0,500 0,850 0,640 0,857 0,675 
5 dni – po 
izenačevanju 
0,503 0,500 0,648 0,640 0,675 0,675 
ŠTEVILO KOLONIJ NA PLOŠČAH  – 3 dni / YPD 
PRVA PONOVITEV DRUGA PONOVITEV TRETJA PONOVITEV 
WT atg16Δ WT atg16Δ WT atg16Δ 
107 84 122 77 103 72 
115 70 131 74 75 47 
84 82 104 75 109 57 
306 236 357 226 287 176 
ŠTEVILO KOLONIJ NA PLOŠČAH  – 3 dni / SD(-N) 
PRVA PONOVITEV DRUGA PONOVITEV TRETJA PONOVITEV 
WT atg16Δ WT atg16Δ WT atg16Δ 
121 46 156 47 137 79 
119 55 149 39 158 71 
123 48 146 29 127 69 
363 149 451 115 422 219 
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Preglednica p38: Število kolonij na ploščah, ki smo jih pripravili iz kultur, ki so pet dni rasle v gojišču YPD. 
Spodnja vrstica prikazuje seštevek kolonij na vseh treh ploščah. 
 
Preglednica p39: Število kolonij na ploščah, ki smo jih pripravili iz kultur, ki so pet dni rasle v gojišču SD(-
N). Spodnja vrstica prikazuje seštevek kolonij na vseh treh ploščah. 
 
 
 
 
ŠTEVILO KOLONIJ NA PLOŠČAH  – 5 dni / YPD 
PRVA PONOVITEV DRUGA PONOVITEV TRETJA PONOVITEV 
WT atg16Δ WT atg16Δ WT atg16Δ 
72 79 99 70 106 77 
91 73 76 68 90 77 
93 79 78 69 89 67 
256 231 253 207 285 221 
ŠTEVILO KOLONIJ NA PLOŠČAH  – 5 dni / SD(-N) 
PRVA PONOVITEV DRUGA PONOVITEV TRETJA PONOVITEV 
WT atg16Δ WT atg16Δ WT atg16Δ 
20 0 19 1 7 13 
28 3 24 2 11 13 
17 1 24 4 13 22 
65 4 67 7 31 48 
